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 Résumé 
La leucémie lymphoïde représente 30% de tous les cancers chez l’enfant. SCL (« Stem cell 
leukemia ») et LMO1/2 (« LIM only protein ») sont les oncogènes les plus fréquemment 
activés dans les leucémies aiguës des cellules T chez l'enfant (T-ALL). L’expression 
ectopique de ces deux oncoprotéines dans le thymus de souris transgéniques induit un 
blocage de la différenciation des cellules T suivie d’une leucémie agressive qui reproduit la 
maladie humaine. Afin de définir les voies génétiques qui collaborent avec ces oncogènes 
pour induire des leucémies T-ALL, nous avons utilisé plusieurs approches.  
Par une approche de gène candidat, nous avons premièrement identifié le pTalpha, un gène 
crucial pour la différenciation des cellules T, comme cible directe des hétérodimères E2A-
HEB dans les thymocytes immatures. De plus, nous avons montré que pendant la 
différenciation normale des thymocytes, SCL inhibe la fonction E2A et HEB et qu’un 
dosage entre les protéines E2A, HEB et SCL détermine l’expression du pTalpha.  
Deuxièmement, par l’utilisation d’une approche globale et fonctionnelle, nous avons 
identifié de nouveaux gènes cibles des facteurs de transcription E2A et HEB et montré que 
SCL et LMO1 affectent la différenciation thymocytaire au stade préleucémique en inhibant 
globalement l’activité transcriptionnelle des protéines E par un mécanisme dépendant de la 
liaison à l’ADN. De plus, nous avons découvert que les oncogènes SCL et LMO1 sont soit 
incapables d’inhiber totalement l’activité suppresseur de tumeur des protéines E ou agissent 
par une voie d’induction de la leucémie différente de la perte de fonction des protéines E.  
Troisièmement, nous avons trouvé que Notch1, un gène retrouvé activé dans la majorité des 
leucémies T-ALL chez l’enfant, opère dans la même voie génétique que le pré-TCR pour 
collaborer avec les oncogènes SCL et LMO1 lors du processus de leucémogénèse. De plus, 
cette collaboration entre des facteurs de transcription oncogéniques et des voies de 
signalisation normales et importantes pour la détermination de la destinée cellulaire 
pourraient expliquer la transformation spécifique à un type cellulaire.  
Quatrièmement, nous avons trouvé que les oncogènes SCL et LMO1 sont des inducteurs de 
sénescence au stade préleucémique. De plus, la délétion du locus INK4A/ARF, un 
évènement retrouvé dans la majorité des leucémies pédiatriques T-ALL associées avec une 




leucémie. Cette collaboration entre la perte de régulateurs de la sénescence suggère qu’un 
contournement de la réponse de sénescence pourrait être nécessaire à la transformation.  
Finalement, nous avons aussi montré que l’interaction directe entre les protéines SCL et 
LMO1 est critique pour l’induction de la leucémie. Ces études ont donc permis d’identifier 
des évènements collaborateurs, ainsi que des propriétés cellulaires affectées par les 
oncogènes associés avec la leucémie et de façon plus générale dans le développement du 
cancer.  
 






Lymphoid leukemia represents 30% of all cancers in children. SCL (Stem cell leukemia) 
and LMO1/2 (LIM only protein) are the most frequently activated oncogenes in children T 
cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL). Ectopic expression of the SCL and LMO1 
oncogenes in the thymus of transgenic mice causes T cell differentiation arrest during the 
preleukemic stage followed by development of aggressive leukemia that reproduce human 
disease. We therefore took several approaches to decipher the genetic pathway 
collaborating with these oncogenes in T-ALL induction. 
Using a candidate approach, we first identified the pTalpha, a gene crucial for T cell 
differentiation, as a direct target of E2A and HEB heterodimers in immature thymocytes. 
Moreover, we showed that during normal thymocyte differentiation, SCL inhibits E2A and 
HEB function and that a dosage between E2A, HEB and SCL normally determines pTalpha 
gene expression.  
Second, using both global and functional approaches, we identified novel target genes of 
E2A and HEB transcription factors and showed that SCL and LMO1 impairs thymocyte 
differentiation at the preleukemic stage by globally inhibiting E proteins transcriptional 
activity through a DNA binding mechanism. Moreover, we found that SCL and LMO1 
oncogenes are either not totally able to inhibit E protein tumor suppressor activity or act in 
a different leukemic inducing pathway than E protein loss of function. 
Third, we found that Notch1, a gene found activated in almost all cases of pediatric T-ALL, 
operate in the same genetic pathway as the pre-TCR to collaborate with the SCL and LMO1 
oncogenes in leukemogenesis. Moreover, this collaboration between oncogenic 
transcription factors and normal signalling pathways important for cell fate determination 
might explain cell-type specific transformation.  
Fourth, we found that the SCL and LMO1 oncogenes are inducers of senescence at the 
preleukemic stage. Moreover, deletion of INK4A/ARF, an event found in almost all cases of 




leukemogenesis. This collaboration with loss of senescence regulators suggests that a 
bypass of senescence response would be necessary for transformation.   
Finally, we also showed that SCL and LMO1 direct interaction is critical for leukemia 
induction. These studies permitted the identification of collaborating events and cellular 
properties affected by oncogenes associated with leukemia and more generally in cancer 
development.  
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La transformation cellulaire affecte toutes les fonctions cellulaires telles que la 
différenciation, la prolifération et la survie. Tous ces processus sont régulés à la base par 
des facteurs de transcription qui déterminent l’expression spatio-temporelle des différents 
gènes cellulaires. Leur expression aberrante vient modifier ces programmes génétiques 
causant la transformation cellulaire et le développement de cancer. Le dysfonctionnement 
ou l’expression aberrante de facteurs de transcription comme SCL et LMO1 cause des 
anomalies du système hématopoïétique telles que le développement de leucémies. L’étude 
de l’effet des facteurs de transcription oncogéniques activés dans les cellules leucémiques 
comme SCL et LMO1 permet d’aborder les mécanismes de transformation affectant les 
propriétés normales, ainsi que la spécificité cellulaire de transformation. De plus, l’étude 
des mécanismes d’action de ces oncogènes m’a permis d’identifier les voies ciblées, ainsi 
que de nouveaux évènements collaborateurs importants à la transformation par ces 
oncogènes. Ces observations peuvent également s’appliquer à d’autres oncogènes et 
d’autres types de cancer. Mes recherches doctorales sur les mécanismes de développement 
de la leucémie s’inscrivent dans cette ligne de pensée. 
 1 Introduction 
Avant d’exposer mes résultats, il importe d’introduire les concepts importants à la 
différenciation thymocytaire et à la transformation. Je débuterai donc par un survol du 
développement thymocytaire et de ces régulateurs clés. J’enchaînerai avec une présentation 
des différentes propriétés des cellules cancéreuses. Je passerai en revue les différents 
oncogènes associés avec le développement de la leucémie lymphoblastique aiguë des 
lymphocytes T, tels que les protéines SCL et LMO1/2 en présentant à la fois leur rôle dans 
la différenciation normale et au niveau de la leucémie. Cette section sera suivie de la 
présentation des gènes suppresseurs de tumeurs impliqués dans le contrôle du cycle 
cellulaire et de la prolifération.  
 
1.1 Ontogénie du système hématopoïétique  
L’hématopoïèse est le processus par lequel les cellules du sang sont produites tout au cours 
de la vie à partir de l’expansion et de la différenciation de cellules souches 
hématopoïétiques (revue par (1)). Chez l'adulte, l'hématopoïèse a principalement lieu dans 
la moelle osseuse au niveau des sinusoïdes dans la cavité osseuse.  
Ainsi les cellules de la moelle osseuse régénèrent le compartiment hématopoïétique au 
complet. Les cellules du sang sont composées de plusieurs types cellulaires qui possèdent 
une durée de vie variable allant de quelques jours à plusieurs années. Leur remplacement 
constant dépend ultimement d’une population rare de progéniteurs, les cellules souches 
hématopoïétiques (HSC) définies par leur capacité d’auto-renouvellement et leur potentiel 
de différenciation dans toutes les lignées hématopoïétiques (multipotence). L’auto-
renouvellement permet le maintien du pool de cellules souches possiblement grâce à une 
division asymétrique. La multipotence est définie comme étant la capacité d’une cellule à 
donner naissance à une progéniture différenciée comprenant plusieurs types cellulaires. Les 
cellules souches sont majoritairement quiescentes, bien qu’elles entrent éventuellement en 
G1, et la régénération des cellules matures se fait par une prolifération extensive des 





Les cellules hématopoïétiques comprennent des cellules des lignées myéloïde, érythroïde et 
lymphoïde ayant des fonctions très différentes, allant du transport de l’oxygène à la 
production des anticorps.  
 
1.1.1 Lignée lymphoïde : 
Le compartiment lymphoïde est composé de lymphocytes B et T. Les lymphocytes B sont 
nécessaires à la production des anticorps, alors que les lymphocytes T permettent 
d’éliminer les cellules infectées. Les lymphocytes B activés se différencient en cellules 
plasmatiques qui sécrètent des anticorps. Les lymphocytes T se divisent en deux types : les 
cellules T cytotoxiques qui agissent en tuant les cellules infectées ou les cellules 
cancéreuses, alors que les cellules T « helper » sont nécessaires à l’activation des autres 
cellules immunitaires comme les cellules B et les macrophages. Ces cellules sont activées 
par des antigènes causant prolifération et différenciation. La population de lymphocytes T 
et B possède un répertoire de récepteurs ayant une haute diversité de sites de liaison aux 
antigènes. Chaque lymphocyte mature possède un récepteur antigénique unique permettant 
une réponse immunitaire spécifique. Les cellules B expriment des immunoglobulines 
membranaires appelées récepteur des cellules B (BCR) correspondant aux anticorps 
sécrétés par les cellules plasmatiques. Quant aux cellules T, elles expriment un récepteur 
des cellules T (TCR) dont la fonction est de reconnaître les antigènes provenant de 
protéines du soi ou d'agents infectieux. Finalement, les cellules « Natural Killer » (NK) ne 
possèdent pas de récepteurs spécifiques aux antigènes et agissent en reconnaissant et en 
tuant les cellules anormales comme les cellules cancéreuses ou infectées par des virus.  
1.1.1.1 Lymphopoïèse T (différenciation thymocytaire): 
La différenciation des thymocytes immatures est déterminée par leur potentiel génétique et 
les signaux de leur microenvironnement provenant à la fois des interactions avec les 




d’adhésion, des cytokines, des chimiokines et des morphogènes. Au cours de la 
différenciation thymocytaire, les cellules migrent à travers différentes zones du thymus 
permettant ainsi l’action de nouveaux signaux microenvironnementaux. 
 
Chez la souris adulte, les thymocytes complètent leur différenciation en 14 jours. Les 
cellules progénitrices des lymphocytes T qui entrent dans le thymus ne sont pas commises 
à la lignée T et possèdent aussi le potentiel de se différencier en cellules tueuses NK, en 
cellules dendritiques, en cellules de la lignée monocytaire et macrophage, ainsi qu’en 
cellules B (2-4).  
 
Les progéniteurs thymiques entrent dans le thymus initialement par la circulation sanguine 
à partir du foie fœtal au stade embryonnaire ou à partir de la moelle osseuse chez l’adulte. 
Les progéniteurs des cellules T entrent dans le thymus à la jonction cortico-médullaire et 
commencent un programme de différenciation lié à une migration hautement ordonnée à 
travers le stroma thymique (Revue par (5)). Les différentes populations de thymocytes sont 
ainsi retrouvées dans des régions spatialement restreintes et sont en contact étroit avec les 
cellules épithéliales thymiques (TEC) tout au long de leur différenciation. Elles peuvent 






Figure 1.1 La différenciation thymocytaire.  
Les stades de différenciation thymocytaire peuvent être définis selon l’expression des 
marqueurs de surface CD4 et CD8 et classés en cellules DN (CD4-CD8-), DP (CD4+CD8+), 
ISP8 (CD4-CD8lo), SP4 (CD4+CD8-) et SP8 (CD4-CD8+). Le stade de différenciation DN 
peut être sous-divisé selon l’expression des marqueurs CD44 et CD25. Les cellules 
ETP/DN1 ont un phénotype CD25-CD44+, les cellules DN2 sont CD25+CD44+, les cellules 
DN3 expriment CD25, mais perdent l’expression du CD44, alors que les cellules DN4 sont 
CD25-CD44-.  
 
La jonction cortico-médullaire étant la porte d’entrée du thymus, elle contient des 
progéniteurs oligopotents correspondant aux cellules du stade ETP/DN1 (Figure 1.2). Les 
progéniteurs des cellules T qui entrent dans le thymus deviennent les précurseurs 
thymiques précoces (ETP) et sont considérés comme faisant partie de la population double 
négative (DN) puisqu'ils expriment peu ou pas du tout les marqueurs CD4 et CD8. Tout 




hautement prolifératives qui présentent les premières caractéristiques thymocytaires, 
restreignant le potentiel de différenciation au lignage T et la perte de leur potentiel B et 
NK. Au stade DN3, les cellules arrêtent de proliférer et réarrangent les gènes codant pour 
les chaînes β, γ ou δ du récepteur des cellules T (TCRβ, TCRγ ou TCRδ). Ainsi, ce n’est 
qu’à ce stade que les cellules sont engagées définitivement dans la lignée T, ayant complété 
le réarrangement du TCR. Le réarrangement productif d’une chaîne β du TCR et son 
association avec la chaîne invariable α du pré-TCR (pTα) sont nécessaires au passage de la 
sélection β (6). Les signaux émanant du complexe du pré-TCR induisent la survie, la 
prolifération, ainsi que la différenciation des cellules qui maturent au stade DN4 pour 
devenir des cellules immatures simples positives (ISP) qui expriment faiblement le CD8. 
Les cellules CD4-CD8- (DN) en différenciation migrent à travers le cortex thymique vers la 
région subcapsulaire du cortex externe. Les cellules expriment alors le CD4 pour former la 
population double positive CD4+CD8+ (DP) qui constitue 75-88% des thymocytes. Les 
cellules DP réarrangent le gène du Tcrα permettant l’expression à la surface d’un 
hétérodimère TCRαβ. Les cellules DP retraversent le cortex et se différencient en cellules 






Figure 1.2 Couplage de la différenciation et de la migration des thymocytes à travers le 
thymus.  
La différenciation des cellules souches hématopoiétiques (HSC) dans la moelle est à 
l’origine des progéniteurs de la lignée lymphoïde B et T (CLP). Les précurseurs 
immigrants de la moelle osseuse entrent initialement dans le thymus par la circulation 
sanguine au niveau de la jonction cortico-médulaire. Les thymocytes en différenciation 
migrent à travers les différentes sections du thymus. Les précurseurs précoces thymiques 
(ETP/DN1) migrent à travers le cortex thymique, se différenciant successivement en 
cellules DN2 et DN3. Au  niveau du cortex externe ou de la région subcapsulaire, les 
cellules DN3 réarrangent le locus du TCRβ et subissent la β-sélection pour devenir des 
cellules DN4 exprimant un pré-TCR fonctionnel. La différenciation au stade DP 
s’accompagne d’une migration à travers le cortex vers la médulla et d’une sélection 
positive ou négative médiée par les cellules présentatrices d’antigène. Les cellules 
deviennent alors des cellules T matures SP4 ou SP8 qui migreront en dehors du thymus. 




ETP/DN1 ou DN2 peuvent aussi se différencier dans différentes lignées alternatives 
(cellules dendritiques, mastocytes, monocytes et cellules NK). Adapté avec la permission 
de  Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Immunology (5), copyright 2008. 
 
Le complexe du TCRαβ exprimé à la surface cellulaire de la population de cellules simples 
positives CD4+ ou CD8+ est ensuite testé pour une reconnaissance par les molécules du 
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) du soi (sélection positive). La sélection 
positive de ces cellules requiert les cellules épithéliales thymiques (TEC) corticales et se 
produit majoritairement au niveau du cortex. Les lymphocytes T SP4 ou SP8 sont aussi 
testés pour l’absence de réactivité contre les antigènes du soi (sélection négative). La 
sélection négative, quant à elle, se produit majoritairement dans la médulla et est médiée 
par les cellules dendritiques thymiques (DC) et les cellules TEC médullaires. Cette 
sélection entraîne la mort par apoptose de près de 95% des thymocytes en développement 
dû à une absence d’un réarrangement correct du Tcrb (7). Les thymocytes avec un TCRαβ 
reconnaissent les molécules du CMH et sont réchappées d’une mort cellulaire programmée 
par des signaux de survie du TCR (sélection  positive), tandis que les autres meurent par 
négligence. Les cellules T avec un TCR ayant une affinité trop forte pour le CMH 
endogène sont éliminées empêchant une auto-réactivité (délétion clonale). Pendant la 
sélection positive, les thymocytes DP passent au stade SP pour devenir soit des cellules 
CD4+ restreintes au CMH de classe II, soit des cellules CD8+ restreintes au CMH de classe 
I. Une fois sélectionnées, les cellules SP ayant complétées leur programme de 
différenciation et devenues immunocompétentes migrent vers les organes lymphoïdes 
périphériques. Les réactions immunitaires impliquant les lymphocytes T αβ matures ont 
lieu au sein des organes lymphoïdes périphériques, grâce à l’interaction entre les antigènes 
et les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques ou les lymphocytes T CD4+ « helper ». Les 
cellules de la lignée αβ font partie de la réponse immunitaire adaptative et sont 
majoritairement responsables de la protection contre l’infection associée aux antigènes 
spécifiques et présentés par le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). 




chaînes du TCR β sont sélectionnées en tant que cellules T de la lignée γ/δ. Les cellules T 
γδ ne sont pas restreintes au CMH et agissent en complémentant et en régulant l’activité 
des cellules T αβ dans les différents tissus. Elles sont localisées sur les différentes 
muqueuses exposées à l’extérieur du corps et agissent comme première ligne de défense en 
reconnaissant les structures cellulaires intactes (revue par (8)).  
 
L’arrivée de progéniteurs dans le thymus à partir de la moelle osseuse se fait de façon 
périodique et selon la disponibilité de la niche microenvironnementale thymique (9,10). Le 
thymus semble s’ouvrir seulement lorsque la majorité de la niche est vacante et est 
maximale près d’une fois par mois dans le thymus adulte (10). L’interaction entre le stroma 
thymique et les progéniteurs implique des molécules de signalisation comme des cytokines 
et des chimiokines, ainsi que des facteurs de transcription. Ce processus induit une 
combinaison de ligands et de facteurs de croissance qui dirigent la migration, la 
prolifération, l’engagement et la différenciation des progéniteurs précoces dans le thymus. 
De plus, la régulation de la différenciation tissulaire nécessite une interaction entre ces 
signaux extracellulaires et les facteurs de transcription. 
 
1.1.1.2 Voies de signalisation :  
Lors de la différenciation thymocytaire, différents signaux permettent la prolifération, la 
survie et la maturation des thymocytes. Certains signaux sont intrinsèques à la cellule et 
dépendent seulement de l'expression de leur composantes alors que d’autres nécessitent la 
liaison de ligands et dépendent de l’environnement.  
 
1.1.1.2.1 Le signal du pré-TCR: 
Le pré-TCR joue un rôle important dans la destinée des thymocytes en permettant leur 
survie, leur différenciation et leur maturation (Revue dans (11)). Ce complexe est composé 




signalisation du CD3 (Figure 1.3). La capacité de la chaîne α à s’oligomériser permet une 
signalisation indépendante de la liaison d’un ligand au récepteur. Suite à l’oligomérisation 
du récepteur, le motif de type ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) 
des molécules CD3δ, γ, ε et ζ  est phosphorylé par la kinase LCK. Ceux-ci recrutent ensuite 
les molécules FYN, SYK, ZAP70, SLP76 et LAT permettant la transduction du signal. 
Ainsi, l’association entre la chaîne α du pré-TCR (pTα) et la chaîne β du TCR (TCRβ) 
dont le réarrangement est correct permet à elle seule l’activation du récepteur. Cette 
signalisation cellulaire autonome permet le suivi du progrès du réarrangement et de 
l’assemblage du récepteur aux cellules T. L’absence de signal de survie du pré-TCR cause 
leur mort par négligence, alors que son activation permet aux cellules de survivre et de 
passer la sélection β permettant leur maturation.  
 
1.1.1.2.2 Le récepteur des cellules T (TCR) 
Contrairement au pré-TCR qui agit en absence de ligand, l’hétérodimère formé des chaînes 
α et β ou encore γ et δ du TCR nécessite la liaison d’un ligand pour son activation. Le TCR 
est responsable de la reconnaissance spécifique des antigènes présentés à la surface d’une 
autre cellule en complexe avec les molécules du CMH. Les chaînes α et γ du TCR sont 
générées par une recombinaison VJ, tandis que les chaînes β et δ subissent une 
recombinaison VDJ (revue par (12)). Le TCR est constitué d’un hétérodimère de deux 
chaînes polypeptidiques réarrangées α et β ou γ et δ. Leur réarrangement assure la 
combinaison unique des segments VDJ et l’addition aléatoire de nucléotides ce qui permet 
la formation d’un répertoire énorme de TCR. Cette diversité génétique permet l’induction 





Figure 1.3 Voie de signalisation du pré-TCR et du TCR. 
Le complexe du pré-TCR est composé d’une chaîne β réarrangée du TCR et du pTα, alors 
que le complexe du TCR est composée de deux chaînes α et β réarrangées du TCR. 
Contrairement au pré-TCR dont la signalisation est indépendante de la liaison d’un ligand, 
le TCR nécessite une interaction avec les antigènes présentés par le complexe du CMH à la 
surface des cellules présentatrices d’antigène (APC). Ces deux complexes s’associent avec 
les molécules de signalisation du CD3 induisant le recrutement de protéines tyrosine kinase 
comme Lck, ZAP70, LAT et SLP76. Ce recrutement active une cascade de 
phosphorylation qui induit plusieurs facteurs de transcription important pour la maturation, 
la survie et la prolifération des thymocytes, en plus d’empêcher le réarrangement de la 
deuxième copie des locus du TCR (exclusion allélique). Adapté avec la permission de 






La signalisation par le TCR implique une cascade de phosphorylation similaire à celle du 
pré-TCR (Revue par (11)). La transduction des signaux du TCR requiert la phosphorylation 
des protéines CD3 γ, δ, ε, ζ et/ou η par les protéines tyrosine kinases LCK et FYN causant 
le recrutement de ZAP-70 qui phosphoryle les protéines adaptatrices LAT et SLP-76. Ceci 
entraîne le recrutement de protéines impliquées dans l’activation de la voie Ras, dans la 
mobilisation de calcium et dans la réorganisation du cytosquelette. Les diverses voies de 
signalisation induites par le TCR activent différents facteurs de transcription comme 
NFAT, TRP53, ETS1, NFKB ou encore les protéines de la famille ID connues pour inhiber 
les facteurs de transcription E2A et HEB (voir Figure 1.3).  
 
1.1.1.2.3 Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) exprimé par les cellules 
présentatrices d’antigène 
La présentation des peptides est commune aux deux classes de molécules CMH de classe I 
et II, chacune présentant respectivement des peptides endogène et exogène. Celle-ci 
implique l’interaction du peptide contenu dans le site de présentation de l’antigène des 
molécules CMH et le site de reconnaissance de l’antigène du TCR (revue par (14)). De 
plus, cette liaison est renforcée par les molécules accessoires, CD8 ou CD4.  
 
Les molécules de CMH de classe I présentent aux lymphocytes T CD8+ des peptides 
antigéniques issus de la protéolyse de protéines endogènes cellulaires ou virales 
synthétisées par la cellule présentatrice. Le complexe du CMH de classe I est formé d’une 
chaîne lourde α, de la microglobuline β2 et d’un peptide. Suite à la dégradation des 
protéines par le protéasome, les antigènes peptidiques sont transportés dans le réticulum 
endoplasmique où ils s’associent avec le complexe composé de la chaîne lourde α et de la 
microglobuline β2 néosynthétisée pour ensuite être transporté à la surface cellulaire. Les 




vont induire la lyse de la cellule. Ceci entraîne l’activation, la prolifération et la 
différenciation des précurseurs cytotoxiques en cellules effectrices matures.  
 
Les molécules de CMH de classe II présentent leur peptide aux lymphocytes T CD4+. Ce 
peptide est issu de la dégradation d’antigènes transmembranaires exogènes ou endogènes. 
Ces peptides peuvent être internalisés de façon non spécifique par endocytose ou après 
liaison à des récepteurs membranaires comme les immunoglobulines des lymphocytes B. 
Cette internalisation permet leur dégradation en peptides dans les lysosomes où les 
molécules de CMH de classe II néosynthétisées composées d’une chaîne α et β sont 
associées avec la chaîne invariable (peptide CLIP). Le peptide CLIP est alors dégradé et 
remplacé par le peptide antigénique permettant le transport de ce complexe à la membrane 
cellulaire.  
 
Les cellules impliquées dans la reconnaissance des peptides présentés par les molécules de 
classe II sont les lymphocytes T CD4+ reconnaissant le complexe CMH de classe II associé 
à un peptide à la surface des cellules présentatrices d’antigène (APC). L’expression des 
molécules CMH de classe II est restreinte aux lymphocytes B, aux cellules dendritiques et 
phagocytaires de la lignée monocyte/macrophage. De plus, son expression peut être induite 
par l’interféron γ (IFNγ) et le facteur de nécrose tumorale (TNF) dans les cellules 
épithéliales et les lymphocytes T, permettant ainsi la prolifération de clones de cellules T 
CD4+ spécifiques à l’antigène. La stimulation par les molécules de classe II active les 
cellules présentatrices d’antigène (APC). 
 
1.1.1.2.4 La voie de Notch  
La famille du récepteur NOTCH est composée de 4 membres paralogues (NOTCH1-4) 
hautement conservés. Ces récepteurs transmembranaires sont composés de 2 chaînes 




domaine extracellulaire consiste en un nombre variable de répétitions du motif EGF 
(Epidermal Growth Factor) qui médie l’interaction avec les ligands de la famille DSL 
(Delta-Serrate-Lag2). Chez les mammifères, il existe 5 ligands (JAG1-2, DLL1-3-4) qui 
sont exprimés à la surface des cellules voisines. En absence de ligand, le domaine riche en 
cystéine empêche le clivage et l’activation de la protéine NOTCH (Figure 1.4). La liaison 
du ligand entraîne un changement de conformation exposant le site de clivage ciblé par une 
métalloprotéinase, permettant le clivage du domaine transmembranaire par la γ-sécrétase 
libérant le domaine intracellulaire (ICN) de la membrane plasmique (15,16). Ce domaine 
agit en tant que facteur de transcription et est responsable de la majorité de la signalisation 
par NOTCH en régulant l'expression de plusieurs gènes cibles. Le domaine ICN est lui-
même composé de plusieurs domaines dirigeant soit des interactions protéiques ou une 
régulation de son activité transcriptionnelle. Après translocation au noyau, le domaine ICN 
s’associe d’une part avec la protéine RBP-J (CSL) (17), ce qui déplace les corépresseurs 
comme MINT et NRARP (18-20) et les complexes histone déacétylase (HDAC), et d’autre 
part recrute certains coactivateurs comme Mastermind (MAML) et des complexes histone 
acétyl-transférase (HAT) stimulant la transcription de gènes cibles de NOTCH  (21). De 
plus, la présence d’un domaine PEST contenu dans la portion C-terminale médie la 
dégradation de la protéine NOTCH par le protéasome. Après phosphorylation par le 
complexe CDK8-CYCLINE C, ce domaine recrute la protéine à boîte F (FBW7), causant 





Figure 1.4 Activation de la signalisation de la voie de NOTCH.  
L’interaction du domaine extracellulaire de NOTCH avec les protéines de la famille DSL 
cause le clivage protéolytique du récepteur NOTCH par une métalloprotéinase et une γ-
secrétase. Ceci entraîne le relâchement du domaine intracellulaire de NOTCH (ICN) qui est 
transloqué au noyau et interagit avec la protéine CSL.  Ceci converti CSL en activateur par 
le déplacement de corépresseurs et le recrutement de coactivateurs comme MAML causant 
l’activation de la transcription. Adapté avec la permission de  Macmillan Publishers Ltd: 





La délétion spécifique de Notch1 ou Rbp-J/Csl bloque le développement des cellules T αβ 
au stade DN3 (22,23) et la différenciation ectopique des cellules B immatures dans le 
thymus (24-26). De plus, la surexpression d’une protéine NOTCH1 constitutivement active 
(ICN1) dans la moelle osseuse inhibe la différenciation des cellules B et favorise le 
développement ectopique de cellules T immatures dans la moelle osseuse (27). Ces 
expériences de perte de fonction et de surexpression montrent que la signalisation par 
NOTCH détermine le choix de lignée. Dans le thymus, les cellules de l’épithélium 
thymique (TEC) expriment DLL1 (Delta-like 1) et DLL4 (Delta-like 4) (28,29). Bien que 
l’expression ectopique de Delta-like1 dans des lignées de cellules stromales de moelle 
osseuse (S17, OP9) permet de générer des thymocytes immatures in vitro à partir de 
progéniteurs hématopoïétiques (30,31), seule l’expression de DLL4 et non DLL1 sur 
l’épithélium thymique in vivo est essentielle à la signalisation de NOTCH dans les cellules 
pré-T (32,33). Bien que les cellules embryonnaires souches (ES) Dll1-/- et Dll4-/- produisent 
un épithélium thymique, seul le thymus chimérique provenant de cellules Dll1-/- permet le 
développement des cellules T (34). Il semble que seule la signalisation de la voie de 
NOTCH par le ligand DLL4 soit requise pour la différenciation des cellules pro-T en 
cellules T matures, en empêchant la divergence vers les lignées lymphoïdes (34). La haute 
densité de ligands de NOTCH de type DELTA à certains sites spécifiques distinguent le 
thymus du microenvironnement de la moelle osseuse (35,36).  
 
Contrairement aux progéniteurs αβ qui sont hautement dépendants de la voie de 
signalisation de NOTCH, les progéniteurs de la lignée γδ deviennent indépendants à cette 
voie au cours de leur différenciation. L’interaction entre NOTCH et DELTA dans les 
progéniteurs entraîne une expression soutenue de NOTCH1 et l’induction de NOTCH3. 
Ceci inhibe d’autres voies de différenciation alternatives, bloquant l’accès aux lignées 
myéloïde et dendritique. De plus, le récepteur NOTCH coopère avec le pré-TCR et inhibe 




(37-39). NOTCH semble favoriser la transition DN3-DN4 en induisant la transcription du 
gène du TCRβ non réarrangé et en assurant la survie des cellules DN3 (23).  
 
1.1.1.3 Les facteurs de transcription :   
Peu de progéniteurs des cellules T migrent dans le thymus quotidiennement. Toutefois, 
ceux qui y arrivent répondent à ce nouvel environnement par une prolifération accrue,  
l'enclenchement de programmes transcriptionnels spécifiques à la différenciation 
thymocytaire et la répression graduelle de l’expression de gènes spécifiques aux autres 
lignées. Plusieurs facteurs de transcription influencent la différenciation thymocytaire selon 
leur dose et le stade de différenciation où ils agissent. La différenciation thymocytaire 
dépend d’une combinaison de facteurs et non pas d’un seul régulateur « maître ». Cette 
combinaison transcriptionnelle spécifique limite le choix de lignée par la répression active 
de voies alternatives et la promotion de l’expression de gènes requis pour la progression 
lymphocytaires T.  
 
Parmi les facteurs de transcription importants pour la spécification de la lignée T, certains 
comme PU.1, SCL, GATA2 et C/EBPα n’ont pas de rôle soutenu dans la différenciation 
thymocytaire, mais semblent nécessaires aux progéniteurs pré-thymiques (Figure 1.5). Ils 
pourraient ainsi agir au niveau de l’oligopotence des progéniteurs, leur expression devant 
être réprimée pour une différenciation de lignée T. Par contre, d’autres facteurs tels que 
GATA3, MYB, RUNX1, E2A, HEB, GFI1 et IKAROS sont déjà exprimés dans les 
progéniteurs ETP et augmentent avec la différenciation jusqu’au stade DN3 (Revue par 
(40)). En somme, au fur et à mesure que les facteurs non spécifiques aux cellules T sont 






Figure 1.5 Les facteurs de transcription importants pour la différenciation des thymocytes. 
La différenciation thymocytaire est régulée par différents facteurs de transcription. Certains 
comme PU.1, SCL, GATA2 et C/EBPα possédent un rôle seulement au niveau des 
progéniteurs précoces (ETP/DN1) et possiblement en permettant le développement de 
voies de différenciation alternative et en conférant une propriété d’oligopotence à ces 
cellules. D’autres facteurs agissent au niveau de spécification de la différenciation 
thymocytaire. La voie de signalisation de Notch1 et les protéines E (E2A et HEB) sont 
importantes à plusieurs stades de la différenciation, alors que les facteurs MYB, RUNX1 et 
GATA3 agissent au niveau des progéniteurs précoces (ETP/DN1) et des cellules DN3. 
Adapté avec la permission de Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Immunology, 
(40) copyright 2008. 
  
 
1.1.1.3.1 Les facteurs de transcription de la famille bHLH  
La différenciation des lymphocytes T dans le thymus est régulée par différents facteurs de 
transcription dont ceux de la famille hélice-boucle-hélice (HLH). La structure HLH 
consiste en deux hélices α amphipatiques séparées par une boucle flexible qui fonctionne 




cette famille  possèdent aussi un domaine basique adjacent qui confère une capacité de 
liaison à l’ADN.  
 
Les protéines de la famille HLH sont classées en différentes catégories selon leur profil 
d’expression et leur capacité à se dimériser et à lier l’ADN (41). Les protéines E ou bHLH 
de classe I sont exprimées ubiquitairement et lient l’ADN en tant qu’homodimère ou 
hétérodimère avec les protéines de classe II. Les membres de la classe I comprennent les 
protéines E12 et E47 (produits du gène E2A), HEB (HeLa liant les boîtes E) et E2-2. Les 
protéines bHLH de classe II sont exprimées de manière tissu-spécifique et lient l’ADN 
seulement en hétérodimère avec les protéines E. Les facteurs de transcription SCL (« stem 
cell leukemia »), MYOD, LYL1, TAL2 et BHLHB1 font partie de cette classe. Les 
protéines de classe III présentent un motif leucine-zipper adjacent au bHLH et 
comprennent entre autre les protéines MYC, TFE3 et SREBP-1 (42,43). La famille de 
protéines bHLH de classe IV comprend les protéines MAD, MAX et MXI qui agissent par 
hétérodimérisation entre elles ou avec MYC (43-46). Les protéines Id ou de classe V sont 
des régulateurs négatifs des protéines bHLH de classe I ou II. Elles ne contiennent qu’un 
domaine HLH, mais ne contiennent pas de domaine de liaison à l’ADN. Elles agissent donc 
comme dominant négatif en formant des complexes non fonctionnels avec les protéines de 






Figure 1.6 Structure des protéines HLH. 
Représentation schématique des différents isoformes des gènes E2A, HEB et SCL et des 
protéines ID. Le domaine basique (b) des facteurs hélice-boucle-hélice basique (bHLH) 
permet la liaison à l’ADN, tandis que le domaine HLH favorise leur 
homo/hétérodimérisation. Les domaines d’activation de la transcription (AD) sont 
impliqués dans le recrutement de coactivateurs et de la machinerie transcriptionnelle. 
Figure adaptée de (50), copyright 2008 American Society of Clinical Oncology.  
 
1.1.1.3.1.1 La protéine E2A  
La protéine E2A joue un rôle crucial dans la régulation de la croissance cellulaire, la 
différenciation et la destinée de différents types cellulaires dont les thymocytes. Cette 
protéine a été identifiée par son habileté à lier des sites de type boîtes E retrouvés dans les 
enhancers des chaînes lourdes et légères des immunoglobulines en tant qu’homodimère 
(51). Les protéines E comme E2A lient l’ADN à une séquence consensus (CANNTG) 
appelée boîte E (51). Les isoformes E12 et E47 du gène E2a (Tcfe2a) sont produits à partir 
d’un épissage alternatif de l’exon codant pour le domaine bHLH (52). Ces deux isoformes 




portion C-terminale de la protéine, ainsi que les domaines d’activation qui se trouvent dans 
la région N-terminale (53,54). Les protéines E, dont E2A, sont généralement considérées 
comme des activateurs de la transcription. Cette fonction dépend de l’interaction de leur 
domaine AD1 avec les complexes SAGA (55) et P300/PCAF, des acétylateurs d’histones 
associés à l’activation génique (56,57). Toutefois, les protéines E possèdent aussi une 
fonction répressive dépendante du domaine AD1 (58). Les mécanismes régissant cette 
répression n’ont pas été totalement élucidés, mais pourraient être expliqué par le 
recrutement des protéines ETO ou ETO2, bloquant ainsi l’interaction du domaine AD1 
avec P300/CBP et augmentant l’association de complexes contenant les protéines HDAC 
(59-61).  
 
Bien que le gène E2a soit exprimé de façon ubiquitaire, son niveau d’expression 
transcriptionnel est régulé différemment en fonction des tissus. Le promoteur de E2a 
contient des sites potentiels pour les facteurs de transcription tels que GATA1/2, SP1, 
CREB, AP2 et E2F (62). E2A est aussi régulée au niveau de sa stabilité protéique (63). Par 
exemple, la signalisation de NOTCH inhibe l’activité de E2A en induisant son 
ubiquitination et sa dégradation par le protéasome (64). Le signal du pré-TCR et du TCR 
via l’activation de la voie MAPK cause aussi l’induction des protéines ID qui 
s’hétérodimérise avec les protéines E et inhibent leur activité (65). De plus, la dimérisation 
de E2A avec des facteurs bHLH de classe II tel que SCL régule sa capacité de liaison à 
l’ADN. La balance entre le niveau d’expression protéique et celui de ses partenaires de 
dimérisation contrôle l’activité transcriptionnelle de E2A.  
 
1.1.1.3.1.1.1 E2A et l’hématopoïèse   
La létalité périnatale des souris déficientes en E2A, HEB ou E2-2 démontre l’importance 
des protéines E dans différents processus développementaux (66-68). Ces protéines ont 
aussi un rôle majeur dans le développement des cellules sanguines. E2a est exprimé à 




cellules souches, la lignée lymphoïde et la lignée érythroïde. La protéine E2A possède un 
rôle fondamental dans le développement des progéniteurs lymphoïdes multipotents (LMPP) 
à partir des HSC (69). La perte de E2a cause une diminution du nombre de LMPP et de 
l’expression de gènes lymphoïdes dans ceux-ci. De plus, l’absence ou la diminution de 
E2A dans les HSC et les LMPP augmente leur prolifération (69) (Lacombe 2009, soumis). 
Cette augmentation de la prolifération des HSC est associée avec une diminution de leur 
potentiel d’auto-renouvellement. Ainsi, E2A semblent maintenir les HSC en quiescence en 
inhibant leur prolifération.  
 
Les protéines E sont essentielles à la différenciation des lymphocytes B et T (66,70,71). 
Contrairement aux autres tissus où les protéines E fonctionnent en tant qu’hétérodimère 
avec les protéines de classe II, les protéines E lient l’ADN en tant qu’homodimère ou 
hétérodimère dans la lignée lymphoïde. E2A est essentiel à différentes étapes du 
développement des lymphocytes B. Bien que les cellules dérivées de la moelle osseuse de 
souris E2a-/- soient toujours pluripotentes et capables de se différencier in vitro ou in vivo 
dans les lignées NK, myéloïde et T, elles sont incapables de se différencier en cellules de la 
lignée B (72). De plus, le gène E2a est critique au réarrangement des immunoglobulines et 
de la lymphopoïèse normale. Les souris knockout pour E2a présentent un arrêt de la 
différenciation des cellules B entre le stade pré-B et pro-B, en plus d’interrompre le 
réarrangement des gènes d’immunoglobulines (66,73). La surexpression de E2A dans les 
cellules T chez la souris induit un réarrangement ectopique des gènes d’immunoglobuline 
(73). E2A possède un rôle crucial dans la régulation de la recombinaison des gènes des 
immunoglobulines IgL, plus particulièrement ceux encodant les chaînes légères κ. E2A lie 
directement les boîtes E dans les enhancers en 3’ et intronique du locus Kappa activant la 
transcription et la recombinaison VJ des gènes Kappa dans des cellules non lymphoïdes 
(74). Bien que E2A lie l’ADN en tant qu’homodimère dans les cellules B, les autres 
membres de la famille des protéines E, E2-2 et HEB contribuent aussi au développement 




transhétérozygotes E2a/Heb, E2a/E2-2 ou Heb/E2-2 montrent une diminution drastique du 
nombre de cellules pro-B au niveau du foie fœtal (68). De plus, HEB peut 
fonctionnellement compenser la perte de E2a et restaurer le développement des cellules B 
(75). Cette compensation fonctionnelle entre les protéines E pourrait expliquer le 
phénotype partiel observé dans les cellules T des souris E2a-/-. 
 
Contrairement aux cellules B qui requièrent majoritairement des homodimères de E2A, le 
développement des cellules T utilisent majoritairement des hétérodimères des protéines 
E2A et HEB (76,77). Ceux-ci lient l’ADN et induisent des gènes importants pour la 
différenciation thymocytaire. Les souris déficientes en E2A présentent un arrêt partiel de la 
différenciation thymocytaire au stade DN, une diminution du nombre de cellules DN et DP 
et une augmentation du nombre de cellules SP (70). Ce défaut de différenciation résulte 
d’une diminution de la survie des cellules et d’une augmentation de la sélection positive 
(78). E2a et Heb possèdent un effet de dose dans le développement des cellules T, dont 
l’engagement dans la lignée T, la recombinaison VDJ des loci du Tcr et la maturation 
thymocytaire (67,77-79). Tout comme pour les immunoglobulines, les protéines E2A sont 
importantes au réarrangement des gènes du Tcr. La surexpression de E2A ou HEB entraîne 
un réarrangement des gènes du Tcr dans des cellules B et non-lymphoïdes (80,81).  
 
De plus, le signal du pré-TCR engendre l’induction des protéines ID2 et ID3 responsables 
de l’inhibition de l’activité des protéines E (65,79). Cette rétroaction négative est donc 
importante pour l’exclusion allélique de la deuxième copie du TCR (82). En absence de 
pré-TCR comme dans les souris Rag1-/-, les cellules DN3 E2a-/- sont capables de passer la 
sélection β et de devenir des thymocytes DP (65). La délétion de E2a et Heb augmente la 
prolifération des cellules au stade DN3, et par conséquent E2A et HEB semblent jouer un 
rôle important dans l’arrêt de la prolifération avant l’expression d’un pré-TCR fonctionnel 
(83,84). De plus, la délétion simultanée de E2a et Heb au stade DP cause un passage au 




du TCR inhibe aussi l’activité des protéines E, cette rétroaction négative maintiendrait les 
cellules au stade DP jusqu’à la production d’un TCR αβ fonctionnel (85). E2A est aussi 
impliqué dans le développement des thymocytes de la lignée γ/δ puisque les souris 
déficientes en E2a montrent une diminution des thymocytes γ/δ (86). 
 
1.1.1.3.1.2 La protéine HEB 
Tout comme E2A, la protéine HEB est importante lors de la différenciation thymocytaire. 
HEB forme des hétérodimères avec les protéines E, les protéines bHLH de classes II 
comme SCL et les protéines ID (87). Les souris Heb-/- présentent un blocage du 
développement des cellules B, tandis que le développement des cellules T est partiellement 
défectif (68). Ces souris présentent une réduction du nombre de cellules pro-B au stade 
embryonnaire sans que l’établissement de la lignée B soit affecté. Les souris Heb-/- 
montrent une augmentation du pourcentage de thymocytes CD4-CD8lo (ISP) et une 
diminution du pourcentage de cellules DP (67). L’absence de Heb ou la surexpression de 
SCL et LMO1 dans la lignée T chez la souris entraîne une diminution du nombre de 
thymocytes, en plus d’un arrêt de la différenciation thymocytaire à la transition DN/DP 
(67,68,88).  
 
Le gène Heb/Tcf12 est exprimé de façon ubiquitaire dans plusieurs tissus dont le thymus, 
les muscles squelettiques, le système hématopoïétique, ainsi que dans le système nerveux 
central (89). Le promoteur de Heb est régulé négativement par la protéine à doigt de zinc 
ZNF652 et la protéine ETO2 (90). Le gène Heb/Tcf12 possède deux sites d’initiation 
alternatifs de la transcription codant pour deux isoformes : HEBcan et HEBalt. HEBCan 
contient deux domaines d’activation, alors que HEBAlt n’en contient qu’un seul (91). 
HEBAlt est exprimé majoritairement dans les thymocytes du stade DN et nécessite l’action 
combinée de HEBCan et de la signalisation NOTCH in vitro (91). L’expression ectopique 




alors que HEBcan en est incapable. La signalisation NOTCH induit l’expression de 
HEBAlt, augmentant ainsi l’activité des protéines E et, conséquemment, le développement 
des cellules T.  
 
1.1.1.3.1.3 La protéine E2-2  
Le gène E2-2/Tcf4 code pour trois isoformes selon un épissage alternatif de l’ARNm. Tout 
comme les autres protéines E, E2-2 est exprimé de façon ubiquitaire dans plusieurs tissus, 
dont le cerveau, le cœur, le placenta, les muscles squelettiques et les poumons (92). E2-2 
est impliqué à la fois dans le développement des cellules B et T (93) puisque malgré une 
létalité embryonnaire, les souris E2-2-/- présentent un blocage partiel au niveau des cellules 
DN3 (93,94) et une réduction du nombre de cellules pro-B au stade embryonnaire (67,68).  
 
La différenciation cellulaire est donc contrôlée de façon précise par des voies de 
signalisation, ainsi que des facteurs de transcription. L’importance de ces régulateurs est 
mise en évidence par leur dérégulation dans le processus de transformation cellulaire. Dans 
la prochaine section, je traiterai de l’association entre la destruction des processus normaux 
d’une cellule et l’induction du cancer.   
1.2 Cancer  
1.2.1 Les propriétés des cellules cancéreuses 
Les cellules cancéreuses sont caractérisées par un défaut dans les circuits qui gouvernent la 
prolifération normale et l’homéostasie. Des changements génétiques successifs confèrent 
des avantages de croissance convertissant une cellule normale en cellule cancéreuse 
(95,96). L’altération de différentes voies est nécessaire pour surmonter les mécanismes de 
défenses anti-tumorales. Bien que la tumorigenèse nécessite le passage de plusieurs étapes 




suppresseurs de tumeurs peut se faire à différents moments lors de la progression 
tumorigénique.  
 
Les cellules cancéreuses présentent plusieurs caractéristiques dont une résistance à 
l’apoptose, une dérégulation des mécanismes de contrôle du cycle cellulaire permettant une 
prolifération cellulaire indépendante des facteurs de croissance, un blocage de la 
différenciation (Figure 1.7). L’évasion des mécanismes de surveillance de l’intégrité 
génomique et de réparation de l’ADN mène à de l’instabilité génomique causant 
l’accumulation de mutations additionnelles, ce qui permet l’initiation et la progression 
maligne. De plus, la formation de tumeurs nécessite un potentiel réplicatif infini associé au 
contournement des mécanismes de sénescence.  
 
 
Figure 1.7. Propriétés des cellules cancéreuses 
Les cellules doivent acquérir plusieurs propriétés avant d’être transformées, dont un 
blocage de la différenciation, une dérégulation des mécanismes de contrôle du cycle 
cellulaire permettant une prolifération cellulaire autonome, un potentiel réplicatif infini 
associé avec un contournement des mécanismes de sénescence et une résistance à 
l’apoptose. De plus, une évasion des mécanismes de surveillance de l’intégrité génomique 






1.2.1.1 Intégrité génomique 
Les mutations des gènes à l’origine des cancers sont des événements rares dus à un 
processus efficace de maintien de l’intégrité génomique. Les cellules sont exposées de 
façon constante à différents types de stress. Des points de contrôle permettent de vérifier 
l’intégrité de l’ADN et de coordonner la réplication avec la réparation, la ségrégation 
chromosomique et la progression cellulaire. Les gènes impliqués dans ces points de 
contrôle (« gatekeeper ») représentent la première ligne de défense contre le 
développement de cancer en dirigeant la réplication correcte de l’ADN et la division 
cellulaire. L’activation de ces points de contrôle due à des irrégularités dans la réplication 
ou la présence de dommages à l’ADN cause un arrêt du cycle cellulaire et la réparation de 
l’ADN. Ces deux processus sont souvent associés puisque l’effondrement de la fourche de 
réplication cause des cassures d’ADN simple brin et ultimement des bris d’ADN. En 
présence de dommages étendus à l’ADN ou lors d’une incapacité à réparer les dommages, 
les cellules endommagées sont éliminées par l’engagement de programmes de protection 
tels que l’apoptose ou la sénescence. Or, le génome des cellules tumorales doit acquérir une 
mutabilité associée principalement à un fonctionnement anormal des gènes de maintien de 
l’intégrité génomique (« caretaker »), impliqués dans le suivi et la réparation des 
dommages à l’ADN, ou assurant la ségrégation correcte des chromosomes durant la mitose. 
Tout comme les gènes impliqués dans les points de contrôle, les gènes de maintien de 
l’intégrité génomique agissent en tant que gènes suppresseurs de tumeurs. La perte de 
fonction des gènes de maintien entraîne une instabilité génomique conférant aux 
populations de cellules prémalignes le potentiel d’acquérir les propriétés tumorales.  
 
1.2.1.2 Prolifération cellulaire 
Les cellules normales requièrent des signaux de croissance mitogéniques pour entrer en 
cycle et ainsi passer d’un état de quiescence à un état de prolifération. Plusieurs oncogènes 




mitogéniques, causant une perte de dépendance aux stimuli exogènes de croissance. Par 
exemple, les récepteurs aux facteurs de croissance sont souvent retrouvés surexprimés dans 
les cancers entraînant une réponse accrue aux niveaux ambiants de facteurs de croissance 
ou encore une signalisation indépendante des ligands. En plus du taux de prolifération, le 
taux d’attrition est aussi impliqué dans l’expansion des cellules tumorales. En effet, les 
signaux antiprolifératifs maintiennent l’homéostasie tissulaire. Ces signaux bloquent la 
prolifération en causant la sortie des cellules du cycle et leur entrée en quiescence. Ces 
signaux antiprolifératifs ciblent les protéines RB (RB, P107 et P130) qui sont les gardiens 
du cycle cellulaire. La destruction de cette voie rend les cellules insensibles aux facteurs 
antiprolifératifs et engendre une prolifération cellulaire excessive.  Dans les cancers 
humains, les circuits antiprolifératifs convergeant sur RB et le cycle cellulaire sont souvent 
détruits.  
 
1.2.1.3 Survie et apoptose 
L’apoptose est essentielle pour l’homéostasie tissulaire et peut être déclenchée par des 
signaux intrinsèques ou extrinsèques convergeant tous vers un effecteur central de 
l'apoptose, la mitochondrie. La voie extrinsèque répond à l’activation de récepteurs de  
surface tels que les récepteurs de la famille TNF. La liaison de leur ligand déclenche le 
recrutement et l’activation des caspases. La voie endogène, quant à elle, est induite suite à 
l’altération de l’intégrité de la membrane mitochondriale. L’activation des protéines 
proapoptotiques suite à des dommages intracellulaires causés, par exemple, par un stress 
cellulaire, la surexpression d'oncogènes ou des lésions à l'ADN, entraîne la formation de 
pores dans la membrane mitochondriale et l’expulsion du cytochrome C. Ce dernier active 
la cascade de caspases initiatrices et effectrices clivant de nombreux substrats cellulaires, 
dont les lamines nucléaires. Par conséquent, le relargage des endonucléases causent la 
condensation et la fragmentation de la chromatine et la formation éventuelle de corps 
apoptotiques (97,98). Qu'elle soit d'origine intrinsèque ou extrinsèque, l'apoptose demeure 




le développement de tumeurs nécessite de contrer les mécanismes apoptotiques. Par 
exemple, la perte de TRP53 (p53), un régulateur proapoptotique, est observée dans plus de 
50% de tous les cancers. 
 
1.2.1.4 Potentiel réplicatif infini 
L’indépendance vis-à-vis des signaux de croissance de l’environnement et la résistance à 
l’apoptose entraîne une prolifération excessive délétère pour l'intégrité des chromosomes. 
En effet, à chaque cycle de réplication, les extrémités des chromosomes, les télomères, 
raccourcissent progressivement. Le raccourcissement des télomères au dessus d’une 
certaine limite active une réponse aux dommages à l’ADN médiée par ATM, ATR, CHK1 
et CHK2 dû à l’exposition de l’ADN et sa reconnaissance en tant que bris d’ADN double 
brin. Généralement, l’arrêt de la réplication permet à la cellule de réparer le dommage pour 
ensuite enclencher de nouveau le cycle cellulaire. Les cellules présentant un 
raccourcissement trop important des télomères sortent irréversiblement du cycle cellulaire 
(sénescence) ou entrent en apoptose. Un potentiel réplicatif infini est nécessaire à la 
croissance maligne. L’enzyme TERT, une composante de la télomérase qui assure le 
maintien de la longueur des télomères, est activée dans près de 85-90% des cancers 
humains (99).  
1.2.1.4.1 Sénescence 
Plusieurs mécanismes cellulaires intrinsèques sont en place pour limiter l’expansion des 
cellules cancéreuses. Tout comme l’apoptose, la sénescence induite par les oncogènes 
semble représenter une barrière contre la transformation oncogénique en supprimant la 





Figure 1.8 La limite de Hayflick associée avec la sénescence réplicative.  
Les cellules normales se divisent pour un certain nombre de cycles avant d’entrer en phase 
de sénescence réplicative, ce qui est dû à l’érosion de leurs télomères (limite de Hayflick). 
Les cellules cancéreuses doivent contourner cette limite pour assurer leur potentiel 
réplicatif infini.  
 
La sénescence réplicative a été découverte par Hayflick qui a montré que les fibroblastes 
normaux maintenus en condition de culture perdent éventuellement leur capacité à 
proliférer après un nombre précis de divisions cellulaires (100) (Figure 1.8). Cette limite de 
Hayflick dépend de la réduction progressive de la longueur des télomères à chaque cycle de 
réplication. En plus des signaux de stress dépendants des télomères, la sénescence peut être 
induite par l’activation oncogénique, des signaux de stress soutenus ou encore par une 
hyperactivation de signaux de prolifération. Contrairement à la sénescence réplicative, la 
sénescence induite par les oncogènes se produit indépendamment du raccourcissement des 
télomères ou de leur dysfonction. Différents oncogènes induisent un programme de 
sénescence tels que  N-RAS ou BRAF (101-103) De plus, ce programme de sénescence est 
aussi activé par différents mécanismes de stress comme les dommages à l’ADN, des 




réactives oxygénées (ROS) a été retrouvée dans les cellules sénescentes (104) (Figure 1.9). 
Les cellules sénescentes présentent des focis de dommages à l’ADN et ces dommages à 




Figure 1.9 Inducteur de sénescence 
La sénescence est induite par différents stress cellulaires dont l’activation oncogénique, le 
stress oxydatif, la culture cellulaire, un raccourcissement des télomères, des médicaments 
cytotoxiques, une réplication aberrante, des dommages à l’ADN. La sénescence représente 
un mécanisme de défense empêchant la prolifération des cellules potentiellement 
endommagées. Adapté avec la permission de  Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews 
Cancer (108), copyright 2006. 
 
1.2.1.5 Propriétés des cellules sénescentes  
Les cellules qui entrent en sénescence présentent un arrêt irréversible de la prolifération. La 
transition des cellules d’un état de prolifération à un état de sénescence est associée avec 
des changements morphologiques distincts dû à l’altération de plusieurs gènes associés 




comme l’élargissement des cellules et leur vacuolarisation. Les cellules sénescentes 
présentent plusieurs propriétés telles qu’une inhibition irréversible de la croissance 
cellulaire, une augmentation de la résistance aux stimuli apoptotiques, la condensation de 
chromosomes dans des domaines d’hétérochromatine (SAHF), la présence de foci de 
dommage à l’ADN persistants et l’expression de la β-galactosidase associée à la 
sénescence (SA-βgal). Ce marqueur vient d’une accumulation de la β-galactosidase 
lysosomale à un niveau où son activité est détectable à un pH sous-optimal (109,110). 
D’autre part, l’incapacité des cellules à proliférer malgré la présence d’une abondance de 
nutriments et de mitogènes est associée à un maintien de leur viabilité cellulaire, ainsi que 
de leur activité métabolique (111). Les cellules sénescentes sont donc insensibles aux 
signaux mitogéniques.  
 
De plus, la sénescence est associée avec des changements globaux dans la structure de la 
chromatine. Celle-ci est caractérisée par une accumulation de HP1 et de foci 
d’hétérochromatine (SAHF) composé d’histones H3 triméthylées sur la lysine 9 (112). Les 
domaines SAHF sont associés avec la répression de l’expression de gènes impliqués dans 
la progression du cycle cellulaire et régulés par le facteur de transcription E2F (113). Cette 
réorganisation de la chromatine a été associée avec une accumulation des corps nucléaires 
ou corps PML (114,115). En réponse aux stress, aux dommages à l’ADN ou encore à une 
signalisation oncogénique (116), les cellules présentent une augmentation du nombre et de 
la taille des corps nucléaires. Ceci entraîne un recrutement des protéines TRP53 (p53) et 
RB par PML (117,118) causant l’activation de TRP53 et RB associée avec la répression 
des cibles de E2F (119). TRP53 et RB sont nécessaires à l’induction de la sénescence 





1.2.2 Leucémie de type T-ALL : 
Bien que la majorité des cancers adultes correspondent à des tumeurs solides, près du tiers 
des cancers chez l’enfant correspondent à des leucémies. La leucémie est un cancer de la 
moelle osseuse ou du sang causant une production de cellules hématopoïétiques immatures 
qui prennent éventuellement la place des cellules matures normales. Chez l’enfant, la 
leucémie lymphoïde représente 30% de tous les cancers et est classifiée en tant qu’aiguë ou 
chronique selon ses caractéristiques lors du diagnostic. Les leucémies aiguës représentent 
moins de 1% de tous les cancers et sont catégorisées selon le type cellulaire impliqué: les 
leucémies lymphoblastiques aiguës des cellules B (B-ALL) ou des cellules T (T-ALL). 
Contrairement aux leucémies B-ALL, les leucémies T-ALL ont généralement des 
caractéristiques cliniques non favorables telles qu’une augmentation de lymphocytes, une 
adénopathie, ainsi qu’une invasion du système nerveux central (121). Les leucémies T-
ALL représentent 10-15% des leucémies ALL chez l’enfant et 25% chez l’adulte.  Bien que 
la moitié des patients possède un caryotype normal au diagnostic, l’autre moitié est 
associée avec des translocations réciproques récurrentes impliquant majoritairement des 
facteurs de transcription, dont les plus fréquents sont SCL et LMO1/2 (122-124). Leur 
expression aberrante dans le tissu lymphoïde, causée entre autres par les translocations, est 
à l’origine des leucémies. La découverte de la collaboration entre MYC et RAS ou encore 
MYC et BCL2 a amené l’hypothèse selon laquelle deux lésions sont nécessaires au 
développement de leucémie. Ainsi, une lésion bloquerait la différenciation, généralement 
une translocation et l’autre stimulerait la prolifération ou la survie, correspondant 
généralement à une mutation ponctuelle. Il semble que les événements oncogéniques 
affectent toutes les fonctions cellulaires dont la différenciation, la prolifération, l’apoptose 
et la sénescence, suggérant l’accumulation de plusieurs mutations. Certains défauts 
génétiques spécifiques distinguent les différents sous-groupes moléculaires et 
cytogénétiques en déterminant la signature d’expression génique qui définit le sous-type de 
leucémie T-ALL. D’autres mutations sont retrouvées dans la majorité des leucémies T-




normalement dans la régulation du cycle cellulaire, l’auto-renouvellement, la 
différenciation ou la signalisation. Les anomalies chromosomiques telles que celles 
résultant de réarrangements des gènes du TCR et des Ig sont à l’origine de la clonalité des 
leucémies lymphoïdes aiguës. 
 
Bien que le désordre néoplasique origine dans le thymus, il métastase à travers le corps et 
est rapidement fatal en absence de thérapie. Les traitements actuels consistent 
majoritairement en une combinaison de différentes chimiothérapies. Les leucémies T-ALL 
chez l’enfant possèdent un taux de rémission de 75-85%, alors que celui chez l’adulte est 
seulement de 35-40%. Les patients atteints de T-ALL présentent un taux plus élevé de 
réapparition de la maladie, en plus d’une invasion du système nerveux central que ceux 
atteints de leucémies de type B-ALL. De plus, le taux de rémission des patients atteints de 
leucémies T-ALL associées avec l’activation de l’oncogène SCL est seulement de 50%. 
Dans les leucémies chez l’enfant, les translocations chromosomiques peuvent survenir 
avant la naissance durant l’hématopoïèse fœtale (125). Plusieurs des translocations 
retrouvées dans les leucémies lymphoïdes proviennent de la juxtaposition de gènes 
d’immunoglobuline (Ig) ou du récepteur aux cellules T (TCR) avec certains oncogènes. 
L’expression aberrante de ces oncogènes sous leur forme normale cause une transformation 
à des étapes précises du développement thymocytaire. De plus, l’expression de certains 
oncogènes est associée à un arrêt du développement à des stades particuliers du 
développement normal des thymocytes (126) et affecte l’homéostasie du thymus en 
affectant la survie, la prolifération et le métabolisme. Plusieurs voies doivent donc être 
affectées pour l’induction et la progression leucémique. De plus, une corrélation existe 





1.2.3  Oncogènes  
Le cancer est associé avec l’augmentation de l’expression ou la fonction de gènes (proto-
oncogènes) suite à des mutations, des translocations ou encore des amplifications géniques. 
Les proto-oncogènes sont généralement des régulateurs positifs de la prolifération 
cellulaire. Leur hyperactivation les transforme en oncogènes qui agissent de manière 
dominante, c'est-à-dire que l'altération d'une seule copie du gène est suffisante au 
phénotype.  
 
1.2.3.1 Mécanisme d’activation des oncogènes 
Les translocations chromosomiques à l’origine des leucémies chez l’homme proviennent 
généralement d’un défaut dans le processus normal de réarrangement des 
immunoglobulines ou du récepteur des cellules T (TCR). Pendant le réarrangement du 
TCR, d’autres loci peuvent posséder une configuration ouverte de la chromatine accessible 
à l’activité des enzymes recombinase RAG1 et RAG2. Au lieu de réarrangements 
intrachromosomiques normalement associés avec la production de récepteurs aux 
antigènes, des réarrangements interchromosomiques produisent des translocations 
observées dans les leucémies. Les protéines de recombinaison RAG1/2 régulent 
normalement le réarrangement V-J du BCR et V-D-J du TCR. La présence de points de 
jonction exactement à la fin des segments D et J du TCR semble indiquer que l’activité 
recombinase anormale est à l’origine de ces translocations. Chez l’homme, les locus du 
TCRα, β et δ sont impliqués fréquemment dans des translocations. Les enhancer du TCRβ 
ou du TCRαδ (14q11) sont très actifs dans les progéniteurs thymocytaires causant 
l’expression aberrante des gènes se retrouvant à leur jonction (128). 
 
Au moins deux bris double brins sur des chromosomes séparés sont nécessaires pour 
l’obtention de translocations chromosomiques. Une translocation réciproque se produit 




chromosome, ce qui cause l’échange de bras chromosomiques. Les translocations non 
balancées qui causent la formation de chromosomes dicentriques et acentriques sont à 
l’origine d’une  instabilité génomique importante.  
 
Des bris doubles brins endogènes sont aussi normalement formés pendant le 
développement lymphoïde. Dans les cellules T, la recombinaison du locus du TCR est 
initiée par les endonucléases RAG1/2 qui introduisent des bris d’ADN double brin (DSB) 
au niveau de séquences signales de recombinaison. Ces DSB sont ensuite réparés par un 
mécanisme de délétion opéré par NHEJ produisant des erreurs nécessaires aux jonctions 
VDJ et à leur diversité. Ces translocations proviennent d’une réparation fautive des bris 
double brin soit par un mécanisme de jonction des extrémités non homologues (NHEJ) soit 
par recombinaison homologue. Des séquences présentes dans le génome et ressemblant aux 
séquences heptamériques et nonamériques de signal de recombinaison VDJ peuvent aussi 
être ciblées par les protéines recombinases RAG pour créer des DSB et possiblement des 
translocations chromosomiques (129,130).   
 
La transcription de séquences d’ADN augmente la fréquence de recombinaison (131). 
Comme des gènes autre que ceux du TCR et des Ig sont transcrits pendant la 
recombinaison VDJ et leur chromatine est dans une configuration ouverte, ces gènes 
semblent vulnérables à l’action des enzymes recombinases. Ces recombinaisons illégitimes 
peuvent juxtaposer des facteurs de transcription avec des promoteurs et des enhancers forts 
du TCR. Par exemple, des translocations impliquant les loci du TCR sont retrouvées dans 
près de 35% des leucémies T-ALL  (132).  
 
1.2.3.2 Translocations dans les leucémies T-ALL 
Les gènes impliqués dans des translocations sont majoritairement des facteurs de 
transcription incluant des membres de différentes familles dont la famille bHLH, 




LMO2), ainsi que les gènes à boîte homéo (HOX11, HOX11L2 et le locus HOXA). Les 
facteurs de transcription sont des cibles préférentielles pour les translocations 
chromosomiques retrouvées dans les leucémies aiguës des cellules T (Figure 1.10). Par 
exemple, les gènes de la famille bHLH comme MYC, SCL et LYL1 qui sont essentiels au 
développement de différentes lignées hématopoïétiques ne sont normalement pas exprimés 
dans les cellules lymphoïdes T (avec comme exception, MYC), mais retrouvés dans 
plusieurs leucémies.  
 
 
Figure 1.10. Anomalies chromosomiques retrouvées dans les leucémies lymphoblastiques 
aiguës des cellules T (T-ALL).  
Représentation des facteurs de transcription activés par des réarrangements 
chromosomiques chez les patients atteints de T-ALL. Figure adaptée de Haematologica/the 
Hematology Journal website http://www.haematologica.org (133). 
 
1.2.3.2.1 SCL 




SCL a été identifié dans la translocation t(1;14)(p33;q11), qui juxtapose SCL au locus du 
TCRδ et dans la translocation t(1;7)(p32;q35) qui juxtapose SCL au locus du TCRβ (134-
137). La présence de nucléotides non présents dans la matrice et de séquences signal VDJ 
au point de juxtaposition indique qu’une recombinaison VDJ illégitime peut être à l’origine 
de ces translocations (88,134).  
 
SCL est impliqué dans le développement de la leucémie lymphoblastique aiguë chez 
l’enfant (T-ALL). Près du quart des patients montrent une activation anormale du gène SCL 
suite à une translocation chromosomique (t1;14) ou une délétion interstitielle dans le 
chromosome 1q32 juxtaposant le promoteur du gène SIL au locus de SCL (134) causant 
une expression ectopique de SCL dans les cellules en prolifération dont les précurseurs 
thymiques (138). Une expression élevée de SCL en absence de réarrangement détectable 
est observée dans près de 40% des leucémies T-ALL (139,140). Cette augmentation de 
SCL a été suggérée comme provenant de mutations dans des éléments de régulation en cis 
ou de facteurs de transcription agissant en trans (139,140). 
 
Chez la souris, les modèles transgéniques exprimant SCL dans le thymus développent peu 
de leucémies. Des souris transgéniques surexprimant SCL sous le contrôle des promoteurs 
du gène CD2, LY6E.1 (SCA1) ou SIL ne développent pas de leucémies malgré une 
expression élevée dans les thymocytes (141-144). De plus, la transplantation de cellules de 
moelle osseuse surexprimant SCL ne permet pas le développement de leucémie (145). 
Seule l’expression de SCL sous le promoteur du gène LCK est capable d’induire une 
leucémie, mais seulement dans 30% des souris et avec une longue latence (146,147). La 
surexpression dans les souris de la protéine SCL dont le domaine de transactivation est 
absent  ou d’un mutant du domaine de liaison à l’ADN de SCL (R188G, R189) induit un 
arrêt de la différenciation thymocytaire et un développement de leucémies des cellules T, 
démontrant que ces domaines ne sont pas essentiels à l’induction de la leucémie (142,148). 




additionnelles sont nécessaires pour la leucémogénèse. De plus, SCL collabore avec 
différents gènes comme la caséine kinase II α (CSK2A), LMO1, LMO2, la perte du locus 
Cdkn2a (Ink4a/Arf) pour le développement de leucémie chez la souris (147,149-152). Les 
gènes LMO1 et LMO2 sont activés dans les blastes de patients leucémiques (section 
suivante). L’activation anormale de l’expression de SCL et LMO1 ou LMO2 entraîne un 
arrêt partiel de la différenciation des cellules T au stade double négatif et une augmentation 
de l’apoptose dans les thymocytes doubles négatifs (88).  
1.2.3.2.1.2 Rôle normal de SCL 
Le gène SCL code pour un facteur de transcription de la famille bHLH de classe II. Le 
domaine hélice-boucle-hélice (HLH) est responsable de l’hétérodimérisation avec les 
protéines E comme E2A et HEB. Le domaine basique quant à lui est responsable de sa 
liaison à l’ADN sur des sites consensus appelés boîtes E (CANNTG) et correspondant 
préférentiellement à la séquence 5’-AACAGATGGT-3’ pour l’hétérodimère SCL-E2A 
(153). Le locus SCL code pour plusieurs isoformes de différents poids moléculaire (p42, 
p40, p30 et p22) produits par un cadre de lecture alternatif de traduction (154-156). De 
plus, l’isoforme p22 de SCL qui ne possède pas le domaine de transactivation possède 
quand même une fonction transcriptionnelle (154,157) et la capacité d’induire des 
leucémies chez la souris (142). Cet isoforme possède également une capacité clonogénique 
accrue lors d’essais de croissance en agar mou (158). La différence de fonction entre ces 
isoformes reste encore mal définie (159-161). 
 
SCL forme des hétérodimères avec les protéines E ubiquitaires, E12, E47 et HEB via leur 
motif hélice-boucle-hélice. D’un point de vue fonctionnel, l’hétérodimère SCL/E2A se 
comporte en tant qu’activateur ou répresseur selon le contexte cellulaire et les gènes cibles. 
L’hétérodimère SCL/E2A est moins efficace qu’un homodimère E2A pour l’activation de 
séquences régulatrices de gènes composées de boîtes E. De plus, selon le contexte 
cellulaire, son domaine de liaison à l’ADN n’est pas toujours nécessaire à l’activité de SCL 




lignées cellulaires érythroïdes ou de leucémies aiguës des cellules T (164-166). Ces 
complexes contiennent entre autres les protéines LDB1 (LIM domain-binding protein 1), 
E2A ou HEB et GATA1/2/3 (163,164,167-170). De plus, l’activité transcriptionnelle de 
SCL est régulée par le recrutement de coactivateurs transcriptionnels comme P300 et 
PCAF ou de corépresseurs tels que SIN3A, HDAC et ETO2 (171-173) (Figure 1.11).  
 
 
Figure 1.11 Activité transcriptionelle de SCL. 
Les protéines E comme E2A, HEB ou E2-2 agissent en complexe soit ensemble ou avec 
des protéines HLH de classe II comme SCL ou de classe V comme ID. Alors que les 
protéines ID agissent en titrant les protéines E en dehors de l’ADN pour inhiber leur 
activité, la protéine SCL nécessite une hétérodimérisation avec les protéines E pour lier 
l’ADN sur des séquences de type boîte E. SCL interagit aussi avec les protéines LMO1/2 et 
GATA1/2 formant des complexes multiprotéiques capable de recruter des coactivateurs 
(P300) ou des corépresseurs (SIN3A, HDAC, ETO2). Ces complexes peuvent activer ou 
réprimer des gènes-cibles selon le contexte cellulaire. Figure adaptée de (50), copyright 





Contrairement aux facteurs bHLH de classe I comme E2A et HEB dont l’expression est 
ubiquitaire, l’expression de SCL est restreinte à certains tissus plus spécifiquement au 
niveau du système hématopoïétique, endothélial et neuronal (174-178). SCL est 
normalement exprimé à partir du jour embryonnaire E7.5. Son expression dans le 
mésoderme est restreinte aux cellules à un destin endothélial ou hématopoïétique, alors que 
son expression plus tardive est restreinte à certaines lignées hématopoïétiques. SCL est 
aussi exprimé dans le système nerveux et dans les lignées endothéliales. Chez l’adulte, SCL 
est exprimé dans les cellules souches hématopoïétiques et les précurseurs pluripotents 
primitifs (179,180), les mastocytes et les mégacaryocytes, (155,179,181) ainsi que dans 
la lignée érythroïde mature (180,182), alors qu’il est absent de la lignée lymphoïde 
(135,176,181,183). Bien que l’expression du facteur SCL soit essentielle à l’établissement 
de l’hématopoïèse, celle-ci doit être réprimée au cours de la différenciation des cellules 
lymphoïdes. SCL possède aussi une fonction dans la différenciation érythroïde et 
mégacaryocytaire (180,184). Pendant la différenciation érythroïde, SCL induit la 
transactivation de gènes impliqués dans la différenciation érythroïde et mégacaryocytaire 
comme Gpa, P4.2 en formant des complexes avec les protéines GATA1/2, LDB1, E2A et 
LMO2 (165,185,186). 
 
La délétion de Scl chez la souris entraîne une létalité embryonnaire au stade E8.5-10 due à 
l’absence complète de sang et d’hématopoïèse au sein du sac vitellin (144,187). Les 
cellules souches embryonnaires (ES) Scl-/- sont incapables de se différencier dans les 
lignées érythroïdes et myéloïdes in vitro ou in vivo et sont incapables de produire des 
cellules B et T dans un blastocyste de souris Rag2-/- (187). Ceci suggère que SCL est 
essentiel au développement de toutes les lignées hématopoïétiques. Par contre, la délétion 
conditionnelle de Scl dans la souris adulte indique que l’expression continue de Scl est 
essentielle à la différenciation correcte des précurseurs érythrocytaires et 




(188,189). SCL possède aussi un rôle au niveau de l’autorenouvellement des cellules 
souches hématopoïétiques en contrôlant l’entrée en cycle (G0-G1) (Lacombe 2009 soumis).  
 
L’expression de SCL sous le contrôle du promoteur de GATA1 corrige les défauts 
hématopoïétiques des embryons Scl-/- sans corriger les défauts au niveau de l’angiogenèse 
(190). Bien que l’hématopoïèse embryonnaire soit rétablie complètement, ces souris 
meurent au jour E9.5 dû à un défaut sévère de l’angiogenèse du sac vitellin et une absence 
complète de vaisseaux sanguins. De plus, SCL est exprimé dans les cellules endothéliales 
des îlots sanguins au jour E8.5, du foie et des poumons du jour E13.5-15.5 (140). SCL 
corrige aussi les défauts hématopoïétiques et endothéliaux des mutants Cloche chez le 
Zebrafish (191). L’expression de SCL corrige partiellement le défaut hémangioblastique 
des corps embryoïdes (EB) Flk1-/- in vitro (192). Bien que les cellules endothéliales se 
développent normalement dans les souris Scl-/- (190), il semble que SCL soit essentiel à 
l’hématopoïèse et à l’angiopoièse.  
 
1.2.3.2.2 Les autres facteurs bHLH  
D’autres gènes de la famille bHLH sont impliqués dans les leucémies T-ALL. TAL2 et 
BHLHB1, deux protéines bHLH normalement exprimées dans le cerveau, ont été retrouvés 
surexprimés dans des leucémies T-ALL suite à des translocations récurrentes mais rares : 
t(7;9)(q34;q32) juxtaposant TAL2 au TCRB et t(14;21)(q11;q22) qui juxtapose BHLHB1 et 
le TCRA (193,194). LYL1 est retrouvé constitutivement surexprimé dans un sous-groupe de 
leucémie T-ALL en absence de réarrangements chromosomiques ou dans une translocation 
rare t(7;19)(q34;p13) (127,195). LYL1 et SCL possède 90% d’identité de séquences dans 
leur motif bHLH en plus de posséder un patron d’expression superposé, plus 
particulièrement dans la vasculature, l’endocardium, le système hématopoïétique en 
développement et le foie fœtal. Tout comme Scl, celui-ci n’est pas exprimé au cours de la 




Ef1a causant son expression ubiquitaire développent des leucémies de type T et B dans 
30% des cas (197).  
 
1.2.3.2.3 Les protéines de la famille LIM-only (LMO) 
Les protéines LMO sont des cofacteurs de transcription possédant deux motifs répétés 
riches en cystéine de type doigt de zinc (LIM) ne liant pas l’ADN (198). Cette famille 
comprend quatre membres LMO1, LMO2, LMO3 et LMO4.  
1.2.3.2.3.1 Les protéines LMO et la leucémie 
LMO1 a été identifié comme étant activé dans une leucémie associée avec une translocation 
t(11;14)(p15;q11) (199,200). Ensuite LMO2 a été découvert par son association avec les 
translocations t(11;14)(p13;q11) et t(7;11)(q35;p13) (201,202). De façon similaire à SCL, 
les gènes LMO1/2 sont fréquemment impliqués dans la leucémogénèse des cellules T chez 
l’enfant. Ils sont activés par des translocations avec les loci du TCR ou par délétion d’un 
élément régulateur négatif de l’expression de LMO2 (202,203). En plus des translocations 
chromosomiques, LMO2 est activé par insertion rétrovirale lors de thérapies géniques 
utilisant un rétrovirus exprimant le gène IL2RGC pour corriger le défaut génétique des 
cellules hématopoïétiques de patients X-SCID. Quatre des 10 patients développèrent une 
leucémie caractérisée par l’activation de LMO2 suite à l’intégration d’un rétrovirus dans 
son locus (204,205) (206). De plus, la coopération entre l’arrêt de différenciation causé par 
LMO2 et l’avantage de survie ou de prolifération donné par l’expression du récepteur à 
l’interleukine (IL2RGC) semble être à l’origine de ces leucémies (207). De plus, certaines 
leucémies induites par des rétrovirus chez la souris possèdent une intégration à la fois dans 
les locus de Lmo2 et de Il2rg renforçant l’hypothèse d’une collaboration génétique (208).  
 
Malgré une longue latence, les souris transgéniques exprimant LMO1/2 dans les cellules T 
développent une leucémie avec une accumulation de cellules T immatures. Les souris 




thymus développent des leucémies (209). Les tumeurs sont formées après une longue 
période de latence peu importe le promoteur utilisé (CD2, THY1.1 ou métallothionine) 
contrôlant l’expression de LMO2 ce qui suggère que des mutations secondaires dans 
d’autres oncogènes ou des suppresseurs de tumeurs sont nécessaires à la transformation. 
Ainsi la surexpression de LMO1 ou LMO2 est souvent associée avec une surexpression de 
SCL dans les leucémies T-ALL (Revue par (133)). L’expression ectopique de LMO2 dans 
la lignée lymphoïde affecte particulièrement la transition DN2-DN3 des cellules T en 
différenciation (124,210-212). De plus, l’expression aberrante et spécifique aux cellules T 
de LMO1 et LMO2 a été retrouvée dans 45% des cas de leucémies T-ALL, que ce soit en 
présence ou en absence de translocation. 
 
1.2.3.2.3.2 Rôle normal de LMO2 
Les souris Lmo2-/- présentent un arrêt de l’érythropoïèse au niveau du sac vitellin et 
succombent in utero à une absence de sang autour du jour E10.5 (213). De plus, des études 
de différenciation du sac vitellin de ces souris ou de cellules souches embryonnaires (ES) 
mutantes pour Lmo2 ont montré un blocage du développement érythroïde. Ceci est appuyé 
par les données obtenues chez le Xenopus et le Zebrafish, montrant un rôle important pour 
LMO2 dans l’érythropoïèse primitive (214,215). L’absence de Lmo2 dans des cellules ES 
empêche leur contribution aux différentes lignées hématopoïétiques dans la souris 
chimérique adulte, alors que sa réintroduction rétablit la contribution dans les différentes 
lignées (213,216-218). Par contre, la délétion conditionnelle de Lmo2 chez l’adulte a révélé 
que Lmo2 n’est pas essentiel au maintien de la lymphopoïèse. En effet, ces souris ne 
présentent aucun défaut dans le développement lymphocytaire (210). Ces études 
démontrent le rôle crucial de Lmo2 dans l’hématopoïèse adulte. De plus, la surexpression 
de LMO2 et LDB1 dans des lignées proérythroblastes entraîne un défaut de différenciation 
érythrocytaire pouvant s’expliquer par une action de type dominant négatif. Ces données 




normale, suggérant un rôle dans le maintien des précurseurs érythroïdes à un stade 
immature (219). 
 
Le patron d’expression de Lmo2 est similaire à celui de Scl, autant dans l’hématopoïèse 
embryonnaire qu’au stade adulte. En effet, Lmo2 est exprimé dans les lignées érythroïde et 
myéloïde, ainsi que dans le système nerveux central, les poumons, les reins, le foie et la 
rate, mais est absent dans le thymus (179,213,220-224). Ainsi ces protéines sont 
minimalement exprimées ou totalement absentes dans les cellules T et leurs progéniteurs 
(225). L’expression de Lmo2 est régulée au niveau transcriptionnel par plusieurs facteurs 
de transcription agissant sur le promoteur mais aussi au niveau des certaines séquences « 
enhancer »  et répresseur de Lmo2. Ainsi le promoteur proximal de Lmo2 est contrôlé par 
FLI1, PU.1, TEF et HLF, alors que l’enhancer à -75kb est régulé par le complexe SCL 
comprenant SCL, LMO2, E2A, GATA1/2 et LDB1 (226,227). Ces protéines agissent en 
tant que protéines d’échafaudage en s’associant à d’autres protéines. Par exemple, dans les 
cellules érythroïdes, LMO2 interagit avec SCL, GATA1 et LDB1 formant un complexe 
transcriptionnel multiprotéique avec les protéines E, E2A et/ou HEB (164,167,186). Ainsi 
dans ce complexe, GATA1 et l’hétérodimère SCL-E2A contactent l’ADN, alors que les 
protéines LMO2 et LDB1 servent de protéines d’échafaudage. LMO2 interagit aussi avec 
des protéines telles que AF6 et RBP2 (228,229).  
 
1.2.3.2.4 Les protéines ID  
La famille de protéines ID (inhibiteur de la liaison à l’ADN) comprend quatre protéines de 
type HLH (ID1-ID4). Les protéines ID forment des hétérodimères avec les protéines de 
classe I et II (47-49,230). L’absence de domaine de liaison à l’ADN cause la formation 
d’hétérodimère non actif transcriptionnellement (47). Les protéines ID sont hautement 
exprimées dans les cellules en prolifération et inhibent la différenciation dans différents 
tissus en inhibant l’activité des protéines bHLH (231-234). Des souris transgéniques 




cellularité thymique et un défaut de différenciation des cellules T, similaire à celui des 
souris E2a-/- ou SCLtg (152,235-237). Par contre, le défaut de différenciation est plus sévère 
que dans le souris E2a-/-, s’expliquant par le fait que les protéines ID sont capables 
d’inhiber non seulement E2A, mais aussi HEB et E2-2. De plus, la surexpression de ID1 
dans les lymphocytes B montre une absence complète de cellules B comme pour les souris 
E2a-/- (238). De plus, ces souris développent aussi des leucémies de type T (235,236). 
 
1.2.3.2.5 La voie de Notch1  
Le gène NOTCH1 a été identifié dans un patient leucémique au point de jonction de la 
translocation t(7;9)(q34 ;q34.3). Cette translocation élimine son domaine extracellulaire de 
liaison au ligand plaçant la forme tronquée constitutivement active sous le contrôle du 
locus du TCRβ (239). Bien que cette translocation n’a été retrouvée que dans 1% des cas, 
des mutations activatrices somatiques ont été retrouvées dans plus de 50% des patients 
leucémiques de type T-ALL (240,241). Ces mutations sont retrouvées dans la région C-
terminale et le domaine d’hétérodimérisation (Figure 1.12). Les mutations dans le domaine 
d’hétérodimérisation activent le signal de NOTCH en altérant l’interaction entre la sous-
unité transmembranaire et la sous-unité inhibitrice de NOTCH causant le clivage et 
l’activation de NOTCH en absence de ligand (241,242). Les mutations dans la région C-
terminale éliminent son domaine PEST empêchant l’interaction avec l’ubiquitine ligase 
FBW7 et sa dégradation par le protéasome (243). Cette hausse de la stabilité protéique du 
domaine intracellulaire (ICN) augmente la signalisation de NOTCH. La surexpression de la 
forme ICN de NOTCH1 ou NOTCH3 cause le développement de leucémie de type  T-ALL 






Figure 1.12 Mutations activatrices de NOTCH1 dans les leucémies T-ALL humaines.  
Représentation schématique des domaines conservés des membres de la famille Notch. Les 
mutations activatrices de la protéine NOTCH1 sont retrouvées dans les domaines 




De plus, 30% des patients de type T-ALL dont NOTCH1 est intact, possèdent des 
mutations inactivatrices de FBXW7, la composante F-box du complexe E3 ubiquitine ligase 
SCF (248,249). Cette mutation cause l’inactivation de l’activité ubiquitine ligase de 
FBXW7 l’empêchant de cibler NOTCH1 pour sa dégradation par le protéasome (250). La 
délétion spécifique de Fbw7 dans les cellules T chez la souris stabilise la protéine 
NOTCH1 dans les thymocytes et cause le développement de leucémies des cellules T 
(251).  
 
1.2.3.2.6 Voie de signalisation du pré-TCR  
La signalisation du pré-TCR et du TCR est importante à la survie, la différenciation et la 




de signalisation du pré-TCR/TCR sont ciblées par des mutations ou des réarrangements 
chromosomiques. L’expression de protéines tyrosine kinase mutantes constitutivement 
actives interfère avec la signalisation du TCR et du pré-TCR, donnant un avantage 
prolifératif et de survie aux cellules. Par exemple, ABL1, une tyrosine kinase 
cytoplasmique exprimée ubiquitairement et ayant un rôle dans la signalisation du TCR est 
activée suite à des translocations chromosomiques avec les protéines BCR ou NUP214, 
respectivement dans 1% des T-ALL et 6% des leucémies B-ALL (252-255). De plus, la 
protéine tyrosine kinase LCK qui est importante pour la signalisation du pré-TCR/TCR a 
été retrouvée dans une translocation impliquant le locus du TCRβ causant son expression 
ectopique au cours de la différenciation thymocytaire (256,257). Un autre exemple vient 
des protéines RAS qui médient la transmission du signal des récepteurs membranaires 
comme le TCR ou le pré-TCR vers les protéines ERK. En plus, de mutations activatrices de 
N-RAS qui sont retrouvées dans 10% des T-ALL, la protéine RAS est activée dans près de 
50% des cas (258).  
 
1.2.4 Suppresseurs de tumeurs  
En plus d’une activation de proto-oncogènes, les cellules cancéreuses présentes aussi une 
inactivation de la fonction de gènes suppresseurs de tumeurs suite à des mutations, des 
délétions chromosomiques ou des changements épigénétiques. Ces gènes agissent en tant 
que gardiens de l’intégrité du matériel génétique (« caretaker ») ou de la progression dans 
le cycle cellulaire (« gatekeeper »). Contrairement aux oncogènes qui agissent de manière 
dominante pour induire la transformation, les gènes suppresseurs de tumeur sont 
généralement récessifs et doivent être complètement inactivés. Cette hypothèse énoncée par 
Knudson stipule que la perte des deux allèles est nécessaire pour l’apparition de cancer 
(259). La présence de mutations au niveau germinal prédispose le porteur au 
développement de tumeurs, puisqu’un allèle du gène est alors déjà inactivé. De plus, la 




dans les tumeurs. Par contre, certains gènes suppresseurs de tumeurs atypiques sont 
haploinsuffisants. La présence d’un seul allèle fonctionnel est insuffisante pour accomplir 
l’activité normale du gène et ainsi de protéger contre l’apparition du cancer. Autant les 
gènes de maintien de l’intégrité génomique que les gènes de contrôle du cycle cellulaire 
doivent être mutés pour permettre l’apparition du cancer (259). 
 
1.2.4.1 Progression à travers le cycle cellulaire  
Le développement du cancer vient de l’accumulation d’aberrations chromosomiques qui 
confère un avantage sélectif aux cellules cancéreuses par rapport aux cellules normales, ce 
qui implique la perte du contrôle normal de l’homéostasie menant ultimement à une 
croissance continue. 
 
Le cycle cellulaire assure la réplication de l’ADN et la ségrégation du génome et des 
composantes cellulaires entre deux cellules filles identiques. Le cycle cellulaire se divise en 
4 étapes. Dans la phase G1, les cellules diploïdes (2n) se préparent à la synthèse de l’ADN. 
Les cellules passent en phase de synthèse d’ADN (phase S) et dupliquent leur génome (4n). 
Les cellules continuent de croître pendant la phase G2 avant d’entrer en mitose où les deux 
cellules filles se séparent. Lorsque les cellules arrêtent de proliférer, dû à des signaux 
antiprolifératifs ou à l’absence de signaux mitogéniques, elles sortent du cycle pour entrer 









Figure 1.13 Progression à travers le cycle cellulaire.  
A) Le cycle cellulaire se divise en quatre étapes : G1, S, G2 et M. La progression à travers 
le cycle cellulaire est régulée par les kinases dépendentes des cyclines (CDK) qui sont 
régulées positivement par leur association avec les cyclines et négativement par les 
inhibiteurs des CDK (CDKI). B) La transition G1/S est régulée par les protéines RB et 
E2F1. E2F1 se retrouve en complexe avec la forme hypophosphorylée de RB. La 
phosphorylation de RB par les CDK4-6 permet l’association de E2F1 avec la protéine DP 
aux promoteurs de ses gènes cibles. L’expression de ces gènes permet alors la progression 
en phase S. Reproduit de (260) avec permission. Copyright 2005 American Society of 
Clinical Oncology. Tous droits réservés.  
 
La progression à travers le cycle cellulaire nécessite le passage de différents points de 
contrôle assurant la complétion de chaque phase avant l’entrée dans la suivante. Cette 
progression est gouvernée par des kinases dépendantes des cyclines (CDK) (Figure 1.13). 
Les CDK sont une famille de Sérine/Thréonine kinases régulées par leur état de 
phosphorylation et par leur liaison à leurs sous-unités régulatrices ou aux cyclines (cyclines 
D, E et A.). L’entrée et la progression à travers la phase G1 est induite par des signaux 
mitogéniques causant une augmentation de l’expression des gènes des cyclines D (Ccnd1, 
Ccnd2, Ccnd3). Ces protéines forment ensuite des complexes hétérodimériques avec les 
kinases CDK4 ou CDK6 menant à la phosphorylation de la protéine RB (Retinoblastoma 
protein) ou des protéines de type RB, P107 et P130. Dans sa forme non-phosphorylée, RB 
régule négativement la famille de facteurs de transcription E2F en s’y associant. Une fois 
phosphorylée, la protéine RB relâche les facteurs de transcription E2F qui peuvent alors 
former des complexes transcriptionnellement actifs avec les protéines DP, DP1 et/ou DP2. 
Les protéines E2F induisent alors l’expression de gènes essentiels à la transition entre les 
phases G1 et S comme Dhfr, Tk, Cdc2, Cycline A et Cycline E (261,262). La cycline E 
s’associe avec CDK2 et phosphoryle RB ainsi que d’autres substrats essentiels à l’initiation 
des origines de réplications, la duplication du centrosome et la biosynthèse des histones 





1.2.4.1.1 Les régulateurs du cycle cellulaire 
Les complexes cycline-CDK sont négativement régulés par les inhibiteurs des kinases 
dépendantes des cyclines (CDKI). Ceux-ci sont divisés en 2 classes, les protéines de la 
famille INK4 qui s’associent et inhibent les complexes cycline D-CDK4 ou CDK6 et les 
protéines de la famille CIP/KIP qui agissent en tant que régulateurs négatifs des cyclines E 
et des complexes cycline A-CDK2 et cycline B-CDK1. En plus, des CDKI, le cycle 
cellulaire est contrôlé par deux voies, la voie de RB/Cycline D1/P16 et la voie du point de 
contrôle G1/S médié par TRP53.  
 
1.2.4.1.1.1 La famille CIP/KIP  
La famille de protéines CIP/KIP comprend CDKN1A/P21, CDKN1B/P27 et CDKN1C/P57 
et possèdent un domaine d’inhibition des CDK dans la région N-terminale (264,265). Ils 
s’associent et inhibent les complexes cycline A-CDK2, cycline B-CDC2, cycline E-CDK2 
et cycline D-CDK4 in vitro (266,267). De plus, leur surexpression cause un arrêt en G1 
(266,268-270). 
 
1.2.4.1.1.2 La famille INK4 
La famille de protéines INK4 sont une autre famille d’inhibiteurs des CDK et comprend les 
protéines INK4B/P15, INK4A/P16, INK4C/P18 et INK4D/P19. Ces protéines possèdent 
des structures similaires dominées par plusieurs répétitions ankyrines et leur expression 
tissulaire différentielle dicte leur fonction spécifique. Ces protéines agissent en bloquant la 
progression du cycle cellulaire en liant soit CDK4 ou CDK6 et en inhibant l’action des 
cyclines D (271-274). Leur expression ectopique induit un arrêt en G1 dans différents types 
cellulaires (273). P16 et P15 agissent en bloquant la phosphorylation de RB par les CDK 





1.2.4.1.2 Les protéines E2F et les protéines RB 
Les protéines de la famille RB qui comprend RB1 et ses homologues RBL1 (P107) et 
RBL2 (P130) médient l’arrêt du cycle cellulaire en antagonisant les facteurs de 
transcription E2F. Les protéines E2F sont retrouvées en association avec les protéines DP 
et sont classées en deux groupes, les E2F activateurs (E2F1-2-3) et les E2F inhibiteurs 
(E2F4-5-6). Les protéines E2F régulent l’expression de gènes impliqués dans la réplication, 
la réparation de l’ADN et la progression entre les phases G2/M. Seule la forme 
hypophosphorylée de RB interagit avec les protéines E2F pendant le cycle cellulaire 
(275,276). La phosphorylation des protéines RB par les complexes CDK-cyclines inactive 
son effet répresseur sur la transcription. Bien que RB soit actif au stade G1, RB est inactivé 
dans son stade hyperphosphorylé pendant le reste du cycle cellulaire (S, G2 et M) (277). 
L’activité des protéines RB est aussi associée avec des changements dans la structure de la 
chromatine due au recrutement de protéines histones déacétylases (HDAC) et 
méthyltransférases (HMT), du complexe SWI/SNF et des protéines POLYCOMB 
(276,278).  
 
1.2.4.1.3 La voie de TRP53 
La famille TRP53 comprend les gènes Trp53, Trp63 et Trp73. Ces gènes codent pour 
plusieurs isoformes selon un épissage différentiel (279-283). Les isoformes courts de ces 
protéines (P44 ou ΔNp53, ΔNp63 et ΔNp73) ne possèdent pas le domaine de 
transactivation et sont connus pour agir en tant que dominant négatif en bloquant la 
fonction de l’isoforme pleine longueur (P53, TAp63 et TAp73) (283-287). Ces protéines 
agissent en tant que facteurs de transcription en s’associant à des séquences d’ADN 
consensus similaire. Ainsi TRP53, TRP63 et TRP73 possèdent à la fois des gènes cibles 





P53 est un facteur de transcription qui inhibe la progression du cycle cellulaire ou induit 
l’apoptose en réponse à un stress cellulaire ou un dommage à l’ADN pour maintenir 
l’intégrité génomique. Ces différents effets physiologiques dépendent en partie de la 
sélectivité des gènes cibles. TRP53 transactive et transréprime plusieurs gènes en réponse à 
un nombre élevé de signaux de stress, incluant les dommages à l’ADN, l’érosion des 
télomères, l’hypoxie, des changements de température, la destruction des nucléoles ou la 
déplétion en dNTP. Ces stress causent différents effets cellulaires : l’arrêt du cycle 
cellulaire, l’apoptose, l’induction d’autophagie, la migration cellulaire et la sénescence, 
mais aussi la différenciation, la régulation du métabolisme et l’angiogenèse. La réponse de 
TRP53 est hétérogène et dépend des différents signaux de stress, de l’environnement, du 
tissu et du type cellulaire, mais aussi de l’expression d’enzymes modificatrices ou de 
cofacteurs de TRP53. Le type de stress influence l’initiation et la durée de l’augmentation 
des niveaux de TRP53. Des niveaux faibles de stress ou de dommage à l’ADN induit un 
niveau d’expression de TRP53 qui induit des gènes d’arrêt de la croissance. Sous un stress 
sévère, des niveaux élevés d’expression de TRP53 activent les voies apoptotiques.  
 
P53 peut aussi être régulé via sa localisation subcellulaire. En plus d’agir en tant que 
facteur de transcription, TRP53 peut aussi être retenu dans le cytoplasme. Par exemple, 
TRP53 active une réponse apoptotique par son ciblage à la membrane externe de la 
mitochondrie et par son interaction directe avec les protéines pro-apoptotique BAK et BAX 
et la protéine anti-apoptotique BCL-XL (Revue par (289)).  
 
La fonction de TRP53 en tant que facteur de transcription est modulée par sa localisation 
dans le noyau, mais aussi par la sélectivité de ses différentes cibles. La sélection des cibles 
de TRP53 est basée sur son abondance et son affinité pour un promoteur donné (Revue par 
(290)). Lorsque les niveaux de TRP53 sont faibles, les gènes avec un promoteur possédant 
une forte affinité pour TRP53 et qui sont généralement associé avec un arrêt du cycle 




promoteurs sont de faibles affinités pour TRP53, et généralement impliqués dans 
l’apoptose, sont activés.  
 
La sélection des promoteurs est aussi influencée par des modifications post-
traductionnelles de TRP53, ce qui influence la liaison de cofacteurs. La présence de 
cofacteurs régulateurs de TRP53 dans différents tissus est cruciale. Différentes 
modifications post-traductionnelles affectent l’activité et la stabilité de TRP53. TRP53 peut 
être modifié par ubiquitination, phosphorylation, acétylation, méthylation, ribosylation et 
par glycosylation (Revue par (291)). Par exemple, la protéine ARF (« Alternative reading 
frame ») encodée par le locus Cdkn2a est un médiateur clé de l’activation de TRP53 en 
réponse à des signaux mitogéniques excessifs. La protéine ARF lie l’ubiquitine ligase 
MDM2 empêchant l’interaction avec TRP53 et sa dégradation par le protéasome. Cette 
accumulation de TRP53 dans la cellule et l’expression de ses gènes cibles causent l’arrêt du 
cycle cellulaire ou l’apoptose. De plus, plusieurs modifications post-traductionnelles de 
TRP53 ou MDM2 régulent leur réponse aux signaux de stress cellulaire, la majorité en 
modulant l’association entre MDM2 et TRP53. 
 
1.2.4.2 Régulateur du cycle cellulaire (CDKI) et le cancer 
Le cycle cellulaire est un processus régulé très précisément et possédant des points de 
contrôle coordonnant la croissance, la division et la différenciation cellulaire. La perte de 
ces contrôles via la mutation de régulateurs clés de la prolifération comme les CDKI 
donnent un avantage significatif aux cellules.  
 
1.2.4.2.1 La famille KIP/CIP et le cancer 
Bien que les mutations inactivatrices des gènes CDKN1A/P21 et CDKN1B/P27 sont 
extrêmement rares dans les cancers chez l’homme (292-296), l’inactivation de 




perte d’empreinte génétique ou encore par une méthylation de son promoteur (297-301). 
Par contre, la protéine P27 est réprimée par d’autres mécanismes dans les tumeurs comme 
la dégradation protéolytique, une inhibition transcriptionnelle ou encore sa localisation 
cellulaire incorrecte (302). 
 
Chez la souris, la perte de Cdkn1a/P21 ou Cdkn1b/P27 augmente la susceptibilité au 
développement de tumeurs spontanées ou induites par des carcinogènes chimiques ou par 
l’irradiation (303-307). Les souris Cdkn1b-/- présentent une hyperplasie de plusieurs 
organes tels que le thymus et la rate (305,307,308). Par contre, les souris Cdkn1c-/- qui 
survivent à la létalité périnatale due à une hyperplasie de plusieurs organes ne développent 
pas de tumeurs spontanées et ce, jusqu’à l’âge de 5 mois (309,310).  
 
1.2.4.2.2 Le locus INK4/ARF et le cancer 
Chez l’homme, l’inactivation du locus INK4A par des mutations ponctuelles ou des 
délétions sont souvent observées dans les mélanomes, les gliomes, les leucémies aiguës 
lymphoïdes (ALL) et les sarcomes (311-317). 
 
Comme le locus Ink4a/Arf/Ink4b code pour les protéines P15, P16 et ARF, certaines de ces 
mutations ne ciblent que P16 et épargnent P15 et Arf. Cdkn2b (p15) possède son propre 
cadre de lecture, distinct de Cdkn2a (p16) et Arf qui possèdent différents exons 1, mais les 
mêmes exons 2 et 3 (Figure 1.14). Par contre, ces protéines ne possèdent aucune homologie 
de séquence, n’ayant pas le même cadre de lecture. Les protéines P16 et P15 agissent en 
tant qu’inhibiteurs des kinases CDK4/6 et de la voie RB, alors que p19/ARF est un 
régulateur négatif de MDM2 activant la voie de TRP53. Seulement quelques cancers 
comme les leucémies T-ALL montrent une haute fréquence de délétion homozygote du 
locus complet INK4A/ARF/INK4B au lieu d’une inactivation spécifique de INK4 ou ARF. 
L’inactivation homozygote ou hétérozygote du locus de INK4A/P16 et INK4B/P15 est 




cas, ce locus est inactivé par des délétions cryptiques, une hyperméthylation des 
promoteurs, des mutations inactivatrices ou encore par des modifications post-
traductionnelles (318). La délétion de ces gènes entraîne l’entrée non contrôlée dans le 
cycle cellulaire, mais aussi inactive la machinerie contrôlant l’apoptose et les points de 
contrôle du cycle cellulaire.  
 
 
Figure 1.14 Le locus Ink4a-Arf-Ink4b.  
Le locus Ink4a-Arf-Ink4b code pour deux gènes, Cdkn2a et Cdkn2b. Le gène Cdkn2b code 
pour la protéine INK4B/P15, alors que le gène Cdkn2a code pour les protéines INK4A/P16 
et ARF/P19 selon un épissage alternatif différent. Les protéìnes INK4B/P15 et INK4A/P16 
inhibent les kinases CDK4-6 empêchant la phosphorylation des protéines RB ce qui cause 
l’inhibition des facteurs E2F et un arrêt du cycle cellulaire. La protéine ARF inhibe 




induit CDKN1A/P21 qui cause un arrêt de la prolifération cellulaire. Adapté avec la 
permission de Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Cancer (319), copyright 2000. 
 
 
Alors que les souris Ink4a/P16-/- possèdent des taux faibles de développement de tumeurs 
spontanées (320,321), les souris Arf-/- sont susceptibles aux tumeurs (321,322). La perte 
simultanée de Ink4a/P16 et Arf cause une augmentation de la susceptibilité au cancer,  
démontrant une synergie entre la perte de Ink4a/P16 et de Arf dans l’induction du cancer. 
De plus, la perte de Ink4b/P15 en plus de Ink4a ou de Ink4a et de Arf augmente 
significativement la fréquence d’apparition de tumeurs (323). De plus, la surexpression du 
locus Ink4a/Arf/Ink4b chez la souris entraîne une résistance au développement de cancer, 




1.2.4.2.3 La famille TRP53 et le cancer  
La voie de ARF-MDM2-P53 est un mécanisme central de surveillance des tumeurs, 
puisqu’il s’agit d’un point de contrôle d’intégrité génomique. Cette voie est détruite dans 
une majorité de cancers. Plus de 50% des cancers humains possèdent des mutations 
inactivatrices dans le locus de TRP53 (p53) et un autre 20% montrent une répression de son 
activité par d’autres mécanismes comme des mutations dans d’autres effecteurs de la voie 
tels que par des amplifications de HDM2 (homologue humain de Mdm2) ou l’inactivation 
de ARF. Par contre, HDM2 est retrouvé muté dans seulement 10% des leucémies (325). La 
fonction de TRP53 en tant que suppresseur de tumeur est aussi inhibée par l’augmentation 
de l’activité de ses inhibiteurs comme MDM2, MDMX et IASPP ou encore  par  la 





Contrairement à TRP53, TRP63 n’est pas muté (280,326), mais souvent surexprimé et 
amplifié dans les cancers (327-330). Seul l’isoforme ΔNp63 est spécifiquement surexprimé 
dans différents cancers dû à une amplification génique (331,332), alors que la perte 
d’expression spécifique de TAp63 est observée dans certains cancers (332). Ceci est dû au 
rôle suppresseur de tumeur de TAp63 et à la fonction oncogénique de ΔNp63 (333).  
 
Alors que les souris Trp63-/- montrent une létalité périnatale due à des défauts sévères au 
niveau cranio-facial, des membres et du développement épithélial, les souris Trp63+/- 
développent des tumeurs spontanées (334).  De plus, les souris Trp63+/-Trp73+/- montrent 
un phénotype plus agressif et un spectre plus important de tumeurs distinct de celui observé 
chez les souris Trp53+/-. Ainsi TRP53, TRP63 et TRP73 exercent tous une activité de 
suppresseur de tumeur, mais dans des tissus distincts. De plus, TRP63 et TRP73 coopèrent 
avec TRP53, puisque la survie des souris Trp53+/-Trp63+/- et Trp53+/-Trp73+/- est 
dramatiquement diminuée (335).  
 
Ainsi les oncogènes et les gènes suppresseur de tumeur ont été identifiés par plusieurs 
approches complémentaires d’analyse de tumeurs chez l’homme tels que l’analyse 
karyotypique combinée au séquençage et des études fonctionnelles de transformation 
cellulaire, ainsi que l’identification des sites communs d’intégration rétrovirale chez la 
souris. Le mégaséquençage ouvre maintenant la possibilité d’identifier l’ensemble des 
anomalies génétiques dans les cellules tumorales (336,337). Cependant, les mécanismes et 
les voies génétiques par lesquelles ces gènes affectent l’ensemble des propriétés d’une 
cellule normale et induisent une transformation leucémique restent à définir.  
1.3 Objectifs de la thèse 
Comme présenté dans l’introduction, les oncogènes SCL (Stem cell leukemia) et LMO1/2 
(LIM only protein) sont fréquemment activés dans les leucémies des cellules T chez 
l'enfant (T-ALL). Notamment, ces oncogènes induisent des leucémies T et non des 




entre SCL et son partenaire LMO1 ou 2. L’expression ectopique de ces deux oncoprotéines 
dans un modèle de souris transgénique induit un blocage de la différenciation des 
lymphocytes T suivie deux mois plus tard d’une leucémie agressive qui reproduit la 
maladie humaine. Ces protéines sont des facteurs de transcription pouvant agir 
transcriptionnellement sur différents gènes cibles pour transformer les programmes 
normaux thymocytaire. Tel qu’exposé précédemment, ces protéines affectent différentes 
propriétés normales d’une cellule comme la différenciation normale des lymphocytes T, 
mais le mécanisme utilisé reste à être identifié. Le but de cette thèse était de déterminer les 
voies génétiques qui collaborent avec les oncogènes SCL et LMO1 pour induire la 
leucémie T.  
 
Par une approche ciblée, j’ai montré que l’expression anormale de ces gènes dans le 
thymus altère la différenciation des lymphocytes T en inhibant la fonction des facteurs de 
transcription E2A et HEB sur l’expression du pTα, un gène cible direct du complexe E2A-
HEB (Chapitre 2). Par une analyse globale de l’expression génique de cellules primaires 
surexprimant ces oncogènes, couplée à une approche génétique et moléculaire, j’ai pu 
identifier de nouvelles cibles transcriptionnelles de SCL et de ses partenaires protéiques 
E2A et HEB, révélant la fonction de suppresseurs de tumeurs de E2A et HEB, en plus de 
montrer que ces oncogènes bloquent la différenciation des cellules T en inhibant l'activité 
des facteurs de transcription E2A et HEB. (Chapitre 3). Par des études génétiques, j’ai mis 
en évidence la collaboration entre les oncogènes SCL et LMO1 et la voie de signalisation 
normale du pré-TCR. Celle-ci représente un évènement facilitateur dans l’induction de la 
leucémie qui agit dans la même voie génétique que NOTCH1. Cette collaboration entre les 
oncogènes SCL et LMO1 et les voies de signalisation comme la voie du pré-TCR et de 
Notch1 qui spécifient le destin cellulaire T pourrait expliquer la spécificité cellulaire de la 
leucémie induite par les oncogènes SCL et LMO1 (Chapitre 4). L’analyse transcriptomique 
globale, ainsi que l’analyse cellulaire des cellules au stade pré-leucémique m’a permis de 




plus, le contournement des mécanismes de sénescence semble être important au 
développement de la leucémie (Chapitre 5). En somme, mon étude des mécanismes 
d’action des oncogènes SCL et LMO1 m’a permis d’identifier les voies ciblées par ces 
oncogènes, ainsi que de nouveaux évènements collaborateurs importants pour la 
transformation par ces oncogènes.  
 
 2  Regulation of pTα gene expression by a dosage of 






















2.1 Contribution des co-auteurs 
M.T.: Design expérimental, réalisation des expériences et analyse des données et rédaction 
du manuscrit. 
S.H : Design expérimental, réalisation des expériences (Figure 2.1B, 2.3B et 2.8) et analyse 
des données et rédaction du manuscrit. 
E.L:  Réalisation des expériences (Figure 2.3A). 




2.2 Summary  
The expression of the pTα gene is required for effective selection, proliferation and 
survival of βTCR-expressing immature thymocytes. Here, we identify two phylogenetically 
conserved E-boxes within the pTα enhancer sequence that are required for optimal 
enhancer activity and for its stage-specific activity in immature T cells. We show that the 
transcription factors E2A and HEB associate with high affinity to these E-boxes. Moreover, 
we identify pTα as a direct target of E2A-HEB heterodimers in immature thymocytes since 
they specifically occupy the enhancer in vivo. In these cells, pTα mRNA levels are 
determined by the presence of one or two functional E2A or HEB alleles. Furthermore, 
E2A/HEB transcriptional activity is repressed by heterodimerization with SCL, a 
transcription factor that is turned off in differentiating thymocytes exactly at a stage when 
pTα is upregulated. Taken together, our observations suggest that a dosage between E2A, 





The development of αβ T cells from multipotent progenitors is a complex and multistep 
process that is critically dependent on genetic recombination and extracellular signals. 
Maturation of recent thymic immigrants from bone marrow derived precursors is 
characterized by the sequential expression of the pre-TCR1 complex and of several surface 
markers including CD4 and CD8 (1). Within the CD4/CD8 double negative (DN) 
population, cell survival, cell proliferation and β allelic exclusion as well as the subsequent 
transition to the more mature CD4/CD8 double positive (DP) stage (2) are critically 
dependent on pre-TCR signaling(3). The pre-TCR is formed by the association of a 
correctly rearranged βTCR chain with the invariant pTα chain and signaling molecules of 
the CD3 complex. Since expression of the pre-TCR is critical for αβ T cell differentiation, 
dissecting the molecular program that drives the expression of its components is of 
particular interest to understand the transcriptional regulation of early T cell development. 
 
Recently, the promoter and the enhancer sequences of the pTα gene have been cloned (4) 
and partially characterized (5-8). A 250 bp enhancer element located 4 kb upstream of the 
initiation site is necessary and sufficient for specific expression of the pTα gene in 
immature DN thymocytes in transgenic mice (5). Several transcription factors have been 
shown to regulate enhancer activity, including c-myb, and the activated form of Notch (5-




role in the regulation of pTα expression (9). The E2A and HEB genes encode class I basic 
helix-loop-helix (bHLH) transcription factors, also called E-proteins (E12-E47 and HEB, 
respectively), that bind specific DNA sequences (E-box, CANNTG) as homo- or 
heterodimers. E-protein function is essential for T and B cell development as revealed by 
gene targeting experiments or expression of dominant negative molecules, such as Id 
factors or the SCL-oncogene (9-15). E2A and HEB deficient mice, as well as Id or SCL-
LMO1 transgenic mice display a T cell differentiation defect characterized by a partial 
differentiation block at the DN to DP transition associated with thymic atrophy (9,16-18). 
Our previous study revealed that the partial differentiation block of SCL-LMO1 transgenic 
thymocytes is, at least in part, due to decreased pTα gene expression in immature DN 
thymocytes (9). SCL is a tissue-specific bHLH transcription factor that forms heterodimers 
with E-proteins and acts as a transcriptional activator or repressor, depending on the 
cellular context (9,18-23). SCL expression is detected in primitive DN thymocytes, and it is 
normally shut off during T cell differentiation (9). Enforced SCL expression, in 
combination with its nuclear partner LMO1, inhibits E-protein function during early 
thymopoiesis (9) and subsequently leads to leukemogenesis (18,24-26). 
 
The mechanism through which bHLH factors regulate pTα expression remains to be 
documented. Here, we provide evidence that E2A-HEB oligomers determine pTα mRNA 




upstream enhancer. The effect is tightly dose-dependent and is disrupted by 




2.4 Experimental procedures  
Cell lines, cell culture and mice 
The DN T cell line AD10.1 was cultured in IMDM (Invitrogen, Burlington) containing 10 
% inactivated fetal calf serum (FCS) and 50 μM β-mercaptoethanol. The parental cell line 
was retrovirally infected with MSCV-empty or MSCV-SCL expressing vector and stable 
transfectants were kept under neomycine selection (1mg/ml). For the detection of SCL 
protein, nuclear extract were analyzed by Western blot using the anti-SCL mouse 
monoclonal antibodies BTL73 and BTL136 (generously provided by Dr. D. Mathieu-
Mahul, Institut de Génétique Moléculaire, Montpellier) and an anti-Sp1 rabbit polyclonal 
antibody (Geneka Biotechnology Inc., Montreal), as control for loading.  
 
E2A+/- and HEB+/– mice were kindly provided by Dr. Y. Zhuang (Duke University Medical 
center, Durham, NC) (27-29) and bred with C57Bl6/J mice for more than 3 generations. 
Heterozygous animals were crossed to get homozygous knockout mice and all the litters 
were genotyped by PCR as described (27,28). CD3ε–/– mice (C57Bl6/J) were kindly 
provided by Dr. B. Malissen (Centre d'Immunologie INSERM-CNRS de Marseille-
Luminy, Marseille) (30). Animals were maintained under pathogen free conditions 
according to institutional animal care and use guidelines. 
 
FACS analysis and cell sorting 
Thymi were removed from newborn, one-week or two month old mice. Single cell 
suspensions and immunostaining were performed as previously described (9). Thymocytes 
were stained with anti-CD4 (H129.19), anti-CD8 (53-6.7), anti-CD25 (7D4), anti-CD44 
(IM7), anti-CD3ε (145-2C11), anti-βTCR (H57-597), anti-TCRγδ (GL3) (Pharmingen BD 
Biosciences, San Jose) and/or anti-Thy1.2 (30-H12) (Sigma, St-Louis) antibodies. Four-
colour immunofluorescence analyzes were performed on Moflo flow cytometer 




dual laser excitation. When cell sorting was performed, 10,000 cells were collected in RNA 
lysis buffer. 
 
RNA preparation, cDNA synthesis and PCR amplification 
Total RNA was prepared according to Chomczynski and Sacchi's protocol (31), using 
tRNA as carrier for ethanol precipitation. First strand cDNA synthesis and specific PCR 
was performed as described (9). cDNA samples were 2-fold diluted in 1X PCR buffer and 
2 µl were added in the PCR mixture containing 1 µM of each specific 5' and 3' primers, 1 
mM dNTP, 1.5 mM MgCl2 and 1 U of Taq DNA polymerase (Invitrogen, Burlington). 
Primer sequences are available upon request. Twenty eight (pTα, E2A and HEB) or 
twenty-two (S16) cycles of amplification were performed and 10 µl of each reaction were 
loaded on a 1.2% agarose gel, transferred on nylon membranes (Biodyne B, Pall 
Corporation, Ann Arbor) and hybridized with the corresponding internal oligonucleotide 
probes. The hybridization signals were analyzed on a PhosphorImager apparatus 
(Molecular Dynamics Amersham Biosciences, Sunnyvale). 
 
SyberGreen quantitative PCR was performed on a Mx4000 apparatus (Stratagene, La Jolla) 
according to manufacturer’s instructions. One microliter of cDNA sample were added in 
the PCR mixture containing 0.5 µM (pTα, E2A and HEB) or 1µM (S16) of each specific 5' 
and 3' primers, 0.2 mM dNTP, 1.5 mM MgCl2, 6% glycerol, 1 U of Taq DNA polymerase 
(Invitrogen, Burlington) in a final volume of 20 μl. SyberGreen quantitative dye and Rox 
passive dye (Molecular Probes, Eugene) were added to the mixture. Forty cycles of 
amplification were performed, followed by 38 cycles of denaturation-annealing steps. 
Amplification plots and dissociation curves were analyzed with the Mx4000 (Stratagene, 
La Jolla) and Excel (Microsoft, Redmond) softwares.  
 




The pTα enhancer element (0.25 kb BstEII-MluNI fragment), a gift from Dr. P. Leder 
(Harvard Medical School, Boston, Massachusetts) (4), was subcloned upstream of a 
minimal TATA promoter into the pXpIII vector (19). Mutations of E-box elements were 
performed by PCR and all constructs were subsequently sequenced. Transactivation assays 
were performed by electroporation as previously described (9). CMV-βgal (Clontech BD 
Biosciences, San Jose) was added in all samples as internal control for transfection 
efficiency. Cells were harvested 36h after transfection and luciferase activity was assayed 
using a Berthold LB953 luminometer. β-galactosidase assays were performed using o-
Nitrophenyl β-D-Galactopyranoside as a substrate in 96-well flat-bottomed plates for 20 
minutes and optical density (OD) at 405nm was measured. The results shown are the mean 
± SD normalized for the β-galactosidase activity of one experiment performed in duplicate 
and representative of 3 to 5 experiments. 
 
Western blot assays 
Protein expression of E47 and HEB were analyzed by Western blot in nuclear extract from 
wild type bone marrow and WT and CD3ε-/- thymus using the anti-E47 rabbit polyclonal 
antiserum N-649 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz), the anti-HEB rabbit 
polyclonal antiserum (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz) and an anti-PTP-1D 
mouse monoclonal antibody (BD Biosciences, San Jose), as loading control. For the 
detection of SCL protein, Western blot of nuclear extract from AD10.1-MSCV, AD10.1-
SCL cell lines were done using the anti-SCL mouse monoclonal antibodies BTL73 and 
BTL136 (generously provided by Dr. D. Mathieu-Mahul, Institut de Génétique 
Moléculaire, Montpellier) and an anti-Sp1 rabbit polyclonal antibody (Geneka 
Biotechnology Inc., Montreal), as control for loading.  
 
Electrophoretic mobility shift assays (EMSA)  
Nuclear extracts were prepared from AD10.1, AD10.1-MSCV or AD10.1-SCL cell lines as 




100 ng of poly(dI-dC) in 20 mM Hepes (pH 7.5), 50 mM KCl, 1 mM EDTA, 1 mM 
dithiothreitol (DTT), 5% glycerol and 10 μg de BSA. For competition assays, 1- to 100-
fold molar excess of unlabeled oligonucleotides were added and the mixture was kept on 
ice for 30 minutes before adding 50,000 cpm of double-stranded oligonucleotide probe. 
Supershift assays were performed with 2 μg of the following antibodies: anti-E2A mouse 
monoclonal antiserum YAE (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz), anti-HEB rabbit 
polyclonal antiserum (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz), anti-SCL mouse 
monoclonal antibodies BTL73 and BTL136 (provided by Dr. D. Mathieu-Mahul, Institut 
de Génétique Moléculaire, Montpellier) and a control anti-myc antibody. Protein-DNA 
complexes were resolved by 4% PAGE in 0.5× Tris-Borate-EDTA at 150 V, at 4°C. All 
EMSA experiments were performed with an excess of probe. Oligonucleotide sequences 
used in EMSA experiments are available upon request.  
 
ChIP assays 
Chromatin immunoprecipitations were performed essentially as described previously 
(19,32,33). Twenty million of AD10.1-MSCV, AD10.1-SCL or CD3ε–/– primary 
thymocytes cells were fixed by adding 1% formaldehyde to the culture media for 10 min at 
room temperature. Formaldehyde was then quenched by addition of 0.125 M glycine. 
Subsequent steps were performed at 4°C. Fixed cells were pelleted by centrifugation, 
washed twice in cold PBS, then washed once in Triton buffer for 15 min (10 mM Tris-HCl 
[pH 8.0], 10 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.25% Triton X-100) and once in NaCl buffer for 
15 min (10 mM Tris-HCl [pH 8.0], 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 200 mM NaCl). Cells 
were pelleted, resuspended in RIPA buffer (10 mM Tris-HCl [pH 8.0], 140 mM NaCl, 1 
mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 0.1% deoxycholate) and sonicated (7 × 10 sec 
bursts) to make soluble chromatin ranging in size from 500 to 1000 bp. Cellular debris 
were removed by centrifugation (16000 g for 10 min) and protein concentrations were 
determined by Bradford staining. Aliquots were reserved for isolation of input DNA, while 




E47 rabbit polyclonal antiserum N-649 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz), anti-
HEB rabbit polyclonal antiserum (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz), anti-SCL 
mouse monoclonal antibodies BTL73 and BTL136 (provided by Dr. D. Mathieu-Mahul, 
Institut de Génétique Moléculaire, Montpellier), anti-rabbit IgG (Sigma, St-Louis) and anti-
HA mouse monoclonal antisera (Covance, Princeton). DNA-protein complexes were 
immunoprecipitated with pansorbin® cells (Calbiochem, San Diego) for 30 min at 4°C, 
then, pansorbin® cells were sequentially washed twice with 1 ml of RIPA buffer containing 
500 mM of NaCl, twice with 1 ml of LiCl buffer (10 mM Tris-HCl [pH 8.0], 250 mM LiCl, 
1 mM EDTA, 1% NP-40, 1% deoxycholate) and twice with 1 ml of TE buffer. Chromatin 
samples were then eluted by heating for 15 min at 65°C in 300 μl of elution buffer (50 mM 
Tris-HCl [pH 8.0], 10 mM EDTA, 1% SDS). After centrifugation, supernatants were 
diluted by addition of 300 μl of TE buffer and heated overnight at 65°C to reverse 
crosslinks. RNA and proteins were sequentially degraded by addition of 30 μg of RNase A 
for 30 min at 37°C, and 120 μg of proteinase K for 2-3 h at 37°C. DNA was 
phenol/chloroform extracted and ethanol precipitated in presence of 10 μg of tRNA as a 
carrier. DNA samples were resuspended in 30 μl of water, serially diluted and 30 cycles of 
amplification were performed using specific primers for pTα enhancer, pTα promoter and 
HPRT promoter. Oligonucleotide sequences are available upon request. One fifth of PCR 
products were loaded on a 1.2% agarose gel, transferred on Biodyne B membrane (Pall 
Corporation, Ann Arbor), hybridized with internal oligonucleotide probes and analyzed on 




2.5  Results 
2.5.1 E2A and HEB deficient mice express decreased level of pTα mRNA 
The essential role of E-proteins during T cell development has been revealed by gene 
targeted disruption of the E2A and HEB genes in mice (9,14-18,34,35). As shown in 
Figure 2.1B, E2A and HEB deficient mice have an increased percentage of immature DN 
thymocytes and a decreased number of total thymocytes indicating a partial block of T cell 
differentiation at the DN to DP transition step, a critical check point controlled by the pre-
TCR. Differentiation of TCRγδ lineage thymocytes were analyzed in E2A+/- and HEB+/- 
mice and wild type littermates. We show that the percentage TCRγδ+ thymocytes in the 
immature DN subsets of E2A or HEB heterozygote mice is similar to that of wild type 
littermates (Figure 2.1C). Thus, differentiation in the γδ lineage is unaffected, despite 
reduced levels of both E2A and HEB in heterozygous mice (Figure 2.2A). We have 
previously reported that HEB deficiency is associated with a decreased level of pTα 
mRNA in DN thymocytes (9). Since E2A also controls the DN to DP transition, we assess 
here the role of E2A in vivo in regulating pTα expression, as compared to that of HEB. We 
therefore used semi-quantitative and real time PCR to investigate pTα mRNA level in E2A 
and HEB deficient mice, as well as in heterozygous and wild type littermates. Immature 
DN and DP thymocyte populations were purified by flow cytometry according to their 
surface expression of CD4, CD8, βTCR and Thy1.2 markers. Within the DN compartment, 




compared to wild type controls by semi-quantitative RT-PCR and real time PCR, 
respectively (Figure 2.2C and D). Similarly, HEB deficient DN thymocytes show a 2 to 3-
fold decrease in pTα, as described previously (9). Interestingly, E2A and HEB 
heterozygous DN thymocytes expressed, on average, intermediate levels of pTα mRNA as 
compared to wild type and null DN thymocytes, despite some variations between animals. 
This decrease is in direct correlation with the decreased E2A or HEB mRNA levels 
observed in total thymi of heterozygous mice (Figure 2.2A). Moreover, decreased pTα 
mRNA levels were not due to an increase in γδ T cells, since the percentage of 
CD3ε+TCRγδ+ cells in wild type and heterozygous mice is not significantly different. For 
this reason, we observed the same decrease in pTα mRNA level, even when TCRγδ+ cells 
were excluded from analysis (Figure 2.2E). Despite this lower level of pTα, T cell 
differentiation in heterozygous mice was not impaired as assessed by flow cytometry 
analysis, but the total numbers of thymocytes were slightly lower and were on average 60% 
(n=4) of that of wild type littermates (Figure 2.1B). The observation is in agreement with 
the reduced E2A and HEB mRNA levels observed in heterozygous mice (Figure 2.2A) and 
reveals that E2A and HEB are haploinsufficient in the thymus. Finally, E2A deficiency did 
not affect pTα levels in the more mature DP thymocytes, while HEB deficiency 
consistently impaired its expression. Together, these results indicate that E2A and HEB 
gene dosage plays an important role in regulating pTα expression specifically at the 
immature DN stage and suggest that E2A and HEB might have overlapping as well as 




2.5.2 E2A and HEB gene products bind the pTα enhancer in vivo in DN3 
thymocytes 
The expression of the pTα gene is directed by a promoter and a 5’ enhancer, both 
containing multiple E-protein binding sites (E-box) (4,5). Since E2A and HEB deficiency 
leads to decreased pTα expression, we addressed the question whether these proteins 
associate with pTα regulatory sequences in primary thymocytes in vivo. We therefore 
performed chromatin immunoprecipitation assays (ChIP) using primary thymocytes. 
Within the DN subset, thymocyte maturation can be followed according to the sequential 
expression of CD44 and CD25 molecules (1), thus identifying 4 sub-populations (DN1 to 
DN4), as described in Figure 2.1. Since the pTα gene is expressed at the DN3 and DN4 
stages, we used thymocytes from CD3ε–/– mice that are arrested at the DN3 stage due to the 
lack of a pre-TCR signal (30,36,37). E2A and HEB protein expression assessed by Western 
blotting were higher in these thymocytes as compared to wild type thymocytes, that contain 
essentially cells at the DP stage, or to bone marrow cells (Figure 2.3C). Crosslinked 
chromatin extracts were prepared and subjected to immunoprecipitation using specific 
antibodies against E2A and HEB, as well as an isotype matched control antibody (rabbit 
IgG). After immunoprecipitation, decrosslinking and purification, serial dilutions of DNA 
templates were used for PCR amplification using oligonucleotide primers flanking the pTα 
enhancer regions (Figure 2.3A). Since, gel shift assays revealed that HEB could bind E-
boxes located within the pTα promoter sequence (5,8), we also used oligonucleotides 




HEB antibodies efficiently immunoprecipitated the pTα enhancer sequence as well as the 
pTα promoter sequence, whereas little or no background was observed with a control 
antibody. The specificity was further confirmed by the absence of amplification of an 
irrelevant promoter sequence, the HPRT (hypoxanthine phosphoribosyltransferase) 
promoter that is not regulated by E2A or HEB.  
2.5.3 Functional importance of two E-box binding sites within the 
pTα enhancer 
It has been previously reported that the pTα enhancer element is essential for specific pTα 
expression in immature DN thymocytes (4,5). This enhancer element contains potential 
binding sites for different transcription factors (YY1, ZBP-89, Sp1, c-Myb and CSL) and 
particularly four E-boxes (Figure 2.4A). We therefore cloned the pTα enhancer sequence 
upstream of a minimal TATA promoter and the luciferase reporter gene and confirmed that 
the enhancer is active in the pTα+ “immature” T cell line AD10.1 but not in the “mature” T 
cell line Jurkat nor in fibroblast cell lines (data not shown). In order to determine the 
importance of E-boxes in driving enhancer activity in the immature DN AD10.1 cell line, 
each of the four E-box sites was mutated individually or in combination. As shown in 
Figure 2.4B, mutation of either E2 or E3 sites induced a 3 to 4-fold decrease of 
pTα enhancer activity, while simultaneous mutations of these two sites abolished enhancer 
activity. The E1 site seems to play a weaker role in transcriptional activity since its 
mutation modestly affected enhancer activity when E2 and E3 were intact. However, E1 




its potential role as a positive regulator when E2 or E3 were mutated. Interestingly, 
mutation of the E4 site induced a 2 to 3-fold increase of enhancer activity, either alone or in 
combination with E1 or E3 mutations, suggesting that it negatively regulates enhancer 
activity. Sequence comparison indicates that E2 and E3 sequences (CACCTG) match with 
the E47 and HEB consensus sequences (Figure 2.4C), while the E4 sequence (CACGTG) 
differs, suggesting that this site might bind a different factor endowed with repressive 
activity (Figure 2.4C). Together, these results indicate the importance of E-box binding 
sites for optimal pTα enhancer activity.  
We have previously reported that ectopic SCL expression in immature thymocytes 
represses the expression of the endogenous pTα gene and that HEB overexpression rescues 
pTα enhancer activity (9). Using the real time PCR technique, we show here that ectopic 
SCL expression in AD10.1 cells (Figure 2.5A) induced a 3-fold decrease of endogenous 
pTα mRNA level (Figure 2.5B), and this decrease was confirmed by semi-quantitative RT-
PCR (Figure 2.5C) (9). Furthermore, this lower mRNA level is in direct correlation with a 
3 to 4-fold decrease of the pTα enhancer activity as measured by transient transfection 
assays (Figure 2.5D). To test whether SCL-mediated repression depends on E-protein 
function, we transiently expressed reporter constructs containing wild type or mutated E-
box sites together with the SCL expression vector. As shown in Figure 2.5D, SCL 
decreased pTα enhancer activity to the same extent as mutations of either E2 or E3 binding 
sites. Moreover, enforced SCL expression did not further decrease the activity of E2 or E3-




activity when E4 was mutated. Together, these results demonstrate that SCL mediated 
repression of the pTα enhancer activity requires the integrity of the two E-box binding 
sites, E2 and E3, suggesting that SCL directly represses E-protein function. 
2.5.4 E2A and HEB gene products, as well as SCL-containing complexes 
bind E-box elements of the pTα enhancer in vitro 
E-box mutations or SCL-induced repression of the pTα enhancer activity indicate the 
crucial role of E-proteins in regulating pTα gene expression. Since E2A or HEB occupy 
the pTα enhancer in DN thymocytes, we addressed the question whether E2A or HEB gene 
products directly bind E-boxes within the pTα enhancer. We therefore performed 
electrophoretic mobility shift assays (EMSA) using nuclear extracts prepared from AD10.1 
cells and specific oligonucleotide probes that cover the E2 or E3 binding sites. Figure 2.6A 
illustrates the binding of a slowly migrating complex (C1) on both the E2 and E3 probes. 
Supershift assays using specific antibodies identified the E2A and HEB gene products as 
components of this C1 complex (Figure 2.6B, lanes 2-4, 7-9), while an isotype matched 
control antibody did not affect the mobility of the E2 and E3 binding complex (Figure 
2.6B, lanes 5 and 10). In addition, when nuclear extracts from SCL-expressing AD10.1 
cells were used, we observed a faster migrating complex (C2, Figure 2.6A) containing 
E2A-SCL and HEB-SCL heterodimers as revealed by supershift assays using specific 
antibodies against E2A, HEB and SCL (Figure 2.6B, lanes 11-20). Together, these results 




suggest that SCL repression of E-protein activity is mediated by DNA binding of E2A-SCL 
or HEB-SCL heterodimers to the same sites on the pTα enhancer sequence. 
The specificity and the relative affinities of E2A-HEB and SCL-containing complexes for 
E-box binding sites were tested by competition assays using increasing amounts of 
unlabelled double stranded oligonucleotides (Figure 2.6C). Both E2 and E3 competitors 
efficiently displaced E2A-HEB heterodimers and SCL-containing complexes binding to 
DNA (lanes 3-6, 13-16). In contrast, mutations within E3 (lanes 7-10) and E2 (data not 
shown) sequences disrupted DNA binding as these competitors failed to displace E-protein 
complex formation. Interestingly, higher concentrations of E1 or E4 competitors are 
required to displace E2A-HEB heterodimer formation on either E3 (lanes 20-27) or E2 
probes (data not shown). The relative levels of binding of E2A-HEB or SCL-containing 
complexes to these E-box sequences were E3 > E2 > E1 > E4. Analysis of dissociation 
constants indicates a 70-fold difference in binding affinities between E3 and E4 sequences. 
Interestingly, both E3 and E2 sequences conform to E47 (38) and HEB (39) consensus 
sequences while E4 does not (Figure 2.4C). These relative binding affinities are in 
agreement with our transactivation assays showing that E1 has a weaker contribution to 
enhancer activity as compared to E2 and E3, and that E4 is a negative regulator (Figure 
2.4). 
2.5.5 SCL-containing complexes bind the pTα enhancer in situ 
To test whether SCL associates with pTα regulatory sequences in situ, we performed 
chromatin immunoprecipitation assays (ChIP) on stable AD10.1 transfectants, expressing 
either the empty MSCV vector or the MSCV-SCL encoding vector (Figure 2.7). Using 
specific antibodies against E47 (E2A), HEB and SCL, as well as isotype matched control 
antibodies (anti-HA and rabbit IgG), we were able to show that in addition to anti-E47 and 




enhancer and promoter sequences when chromatin extracts from SCL expressing AD10.1 
cells were used. Combined, our observations indicate that the pTα enhancer and promoter 
are direct targets of E2A-HEB heterodimers in immature T cells. Moreover, SCL-induced 
repression of E2A-HEB transcriptional activity is not due to an Id-like titration of these 
factors, but rather is mediated by a DNA binding dependent mechanism.  
2.5.6 Relative levels of E2A, HEB and SCL determines pTα gene 
expression in immature thymocytes 
During thymocyte maturation, T cell commitment at the DN2 stage is marked by the 
initiation of pTα gene expression that reaches maximal levels at the DN3 stage (Figure 
2.8). Interestingly, pTα starts to be expressed at the DN2 stage, coinciding with an 
elevation of both E2A and HEB mRNA (Figure 2.8). This elevation, also observed at the 
protein level (40), is however not sufficient for optimal pTα gene expression since both 
E2A and HEB remain constant at the DN3 stage while pTα levels abruptly increase. We 
therefore investigated SCL expression in purified thymocyte populations together with 
E2A, HEB and pTα mRNA levels using semi quantitative RT-PCR. As shown in Figure 
2.8, SCL and pTα exhibit opposite expression patterns, i.e. SCL is expressed at the DN1 
and DN2 stages and is down regulated at the DN3 stage, coinciding exactly with an 
elevation in pTα gene expression. Taken together, our observations suggest that the relative 






In the present study, we show that the bHLH factors E2A and HEB drive pTα enhancer 
activity in immature thymocytes through high affinity binding to two conserved E-boxes, 
E2 and E3.  Moreover, SCL inhibits E2A-HEB activity through binding to the same 
regulatory elements. 
2.6.1 Importance of E2A-HEB in driving stage-specific activity of the 
pTα enhancer  
During thymocyte differentiation, E47 increases at the mRNA and protein levels, 
determined by flow cytometry analysis, from the DN1 to DN4 stage, and start to decrease 
as the cells progress to the DP stage (9,40). HEB mRNA also follows the same pattern (9). 
Our Western blot analysis of CD3ε-/- thymocytes (consisting of more than 90% DN3 cells) 
and wild type thymocytes (more than 80% DP cells) suggests that E47 and HEB protein 
levels decrease at the DP stage. This expression pattern is in agreement with the stage-
specific expression of the pTα gene in immature T cells that is maximal at the DN3 and 
DN4 stages and then decreases after β selection (41), and the finding that the pTα gene is a 
target of transcription regulation by E2A and HEB (7-9). More importantly, this correlation 
suggests that pTα levels are determined by E2A/HEB levels. In the present study, we 
provide direct evidence that E2A and HEB gene dosage determines pTα mRNA levels. 
At the molecular level, the regulatory elements of the pTα gene have been identified and 




stage and tissue-specific expression of the pTα gene in immature thymocytes (4,5). Indeed, 
this regulatory sequence is inactive in transient transfection assays in non-T cells or in 
mature T cell lines that do not express the endogenous pTα gene (data not shown) (4). 
Furthermore, reporter transgenes driven by the pTα enhancer element are preferentially 
expressed in immature thymocytes, in a pattern closely resembling that of the endogenous 
pTα gene (5,42). Analysis of the pTα enhancer sequence revealed potential binding sites 
for several transcription factors, including ZBP89, YY1, c-myb, CSL and E-proteins. 
Previous reports have shown that pTα enhancer activity depends on the integrity of binding 
sites for c-myb and CSL, the latter a downstream effector of the Notch1 pathway (5,6). 
However, mutation of either c-myb or CSL binding site did not abolish enhancer activity in 
transgenic reporter experiments, suggesting that these transcription factors, otherwise 
important for optimal and stage-specific pTα expression, are not absolutely required for 
enhancer activity.  
Here we demonstrate that in addition to c-myb and the CSL-NICD complex, E2A and HEB 
are critical determinants of pTα enhancer activity. Moreover, 80% of enhancer activity in a 
DN cell line is determined by two E-box binding sites, E2 and E3, that are conserved 
between mouse and man (5). Finally, we show that E2A and HEB associate with these E-
boxes with high affinity in vitro and in vivo, while E4 that is not conserved (5) has a low 
affinity for these proteins. We therefore propose that E2A and HEB serve as nucleation 




There is substantive controversy with regards to the contribution of E-boxes to pTα 
enhancer activity. Indeed, Reizis et al (2001) and Takeuchi et al (2001) suggested that 
mutations of these E-boxes did not affect enhancer activity, while Petersson et al (2002) 
reported the opposite. This discrepancy may be attributed to different cellular contexts used 
for transient transactivation assays or alternatively, to the reporter vector itself used in these 
experiments. Indeed, our previous work indicated that the promoterless pXpII vector, as 
well as other luciferase reporter vectors (pGL3 basic), contains E-boxes within or near their 
multiple cloning sites (19). The use of the modified pXpIII vector (19) where all E-boxes in 
the vicinity of the multiple cloning site were mutated has permitted us to reveal the 
functional importance of the conserved E-box sites on pTα enhancer activity.  
Transient transactivation assays in heterologous cells indicate that E47 can activate the pTα 
enhancer and promoter, the latter containing a tandem E-box site previously shown to be 
required for full promoter activity (5,8). However, a role for E2A in activating the pTα 
gene in primary thymocytes has not been assessed. Using two complementary approaches, 
we show by chromatin immunoprecipitation that E47 binds both pTα regulatory sequences 
in vivo. Furthermore, the activity of a single E2A allele is not sufficient for full pTα gene 
expression, indicating that HEB does not compensate for E2A haploinsufficiency, at least 
with regards to the transcriptional activity of the pTα locus. Hence, E2A+/- mice exhibit a 
30% lower level of pTα mRNA in DN thymocytes, with variable penetrance, and a modest 
decrease in thymocyte numbers. Interestingly, loss of one E2A allele in the context of the 




haploinsufficiency, resulting in an increase in the DN and ISP populations (28). These 
results revealed the importance of E2A and HEB in T cell development (28). We show here 
that both E2A and HEB bind the pTα regulatory sequences in chromatin and that full E2A 
and HEB loci activities are required for proper pTα expression. We therefore conclude that 
the combined dosage of E2A and HEB controls pre-TCR levels and, consequently, 
determines cell fate in the thymus.  
2.6.2 SCL-E2A/HEB complexes occupy E-box elements within the pTα 
enhancer and promoter 
SCL is a tissue-specific bHLH transcription factor that heterodimerizes with E47 and HEB 
and binds DNA at consensus E-box sequences (43,44). Furthermore, SCL shows an 
opposite expression profile to that of E proteins (9) and decreases from the DN1 to DN3 
stage, exactly when pTα mRNA increases. We and others have previously shown that 
ectopic SCL expression in the thymus, in combination with its nuclear partners LMO1 or 
LMO2, down regulates E-protein target genes such as the CD4 and pTα genes (9,18,45). 
However, the molecular mechanism through which SCL represses E-protein function in 
thymocytes remains to be determined. SCL could either sequester E2A-HEB factors into 
complexes that do not bind DNA in the same way as Id proteins, HLH factors lacking a 
DNA binding domain. Alternatively, SCL-containing complexes could bind DNA on E-
protein target sites and prevent E-protein transcriptional activity. Here we show that SCL 
associates with E2A or HEB and binds in vitro the pTα E-box sites, E2 and E3, with the 




promoter sequences in vivo, as revealed by chromatin immunoprecipitation assays. 
Together, these results suggest that the repression induced by SCL is mediated by a DNA 
binding dependent mechanism rather than a sequestration effect. It remains to be 
determined whether SCL disrupts the formation of a transcription factor complex required 
for optimal enhancer activity or alternatively, whether SCL recruits new co-factors that 
repress pTα gene transcription. In B cell development, E2A recruits a chromatin 
remodeling complex at target DNA (46-48) and drives the transcription of immunoglobulin 
genes (29,34,49-52). It is possible that high levels of the SCL transgene are sufficient to 
form inactive SCL-E2A or SCL-HEB heterodimers, hampering the formation of this 
complex (the present study) (45). Alternatively, since SCL genetically interacts with LMO1 
or LMO2 to inhibit T cell development at the DN-DP transition point controlled by the pre-
TCR, it is possible that SCL recruits new co-factors that actively repress pTα gene 
transcription. Further protein-protein interaction studies are warranted to distinguish 
between these two possibilities. 
In summary, we unambiguously identify the pTα enhancer and promoter sequences as 
direct targets of E2A-HEB heterodimers in the thymus, as well as direct targets of 
repression by the SCL oncogene. Moreover, we show that pTα and SCL exhibit opposite 
expression patterns in DN1 to DN3 subsets, indicating that SCL may regulate E-protein 
activity during early thymocyte development. These results, together with previous reports, 
suggest that the pTα enhancer is regulated by a complex combination of transcription 




may determine the tissue and stage-specific expression of an essential component of the 




2.7 Figure  
 
Figure 2.1. Perturbation of T cell development in E2A and HEB knockout mice.  
A) Immunostaining of normal thymocytes reveals seven subsets according to their degree 
of maturity. B) Thymocytes from newborn (HEB) or one-week old (E2A) mice were 
stained with CD4, CD8, βTCR and Thy1.2 antibodies and sorted by flow cytometry. C) 
Thymocytes from newborn (E2A) or one week old (HEB) mice were stained with CD4, 
CD8, CD3ε, TCRγδ and Thy1.2 antibodies and analyzed by flow cytometry. The 
percentages of TCRγδ+/CD3ε+ DN thymocytes in different litters (◇,x: newborn; △: one-
week old; ◆: two months old) are shown on the right. Representative FACS profiles for 
wild type (WT), heterozygous (+/-) and knockout (-/-) littermates are shown and the 
percentages of cells in each quadrant are indicated. The total numbers of cells per thymus 








Figure 2.2. Reduction of pTα expression in DN thymocytes of E2A and HEB knockout 
mice. 
Quantification of E2A (A) and HEB (B) gene expression in thymocytes of wild type and 
heterozygous littermate were performed by semi-quantitative and real time RT-PCR using 
specific primers for E2A, HEB and ribosomal S16 mRNA, the latter as control for the 
amounts of cDNA. mRNA levels are shown as percentage of wild type levels. C) 
Thymocytes were fractionated into two subsets according to their degree of maturity; DN 
(CD4-/CD8-/βTCR-/Thy1.2+) and DP (CD4+/CD8+/βTCR+/Thy1.2+). Semi-quantitative RT-
PCR were performed on purified cell populations using specific primers for pTα and S16 
(internal control). D) Real time RT-PCR were performed to quantify pTα gene expression 
in DN and DP cells from wild type, E2A+/- and E2A-/- mice. pTα amplification curves were 
normalized for the amount of cDNA using S16 as control. mRNA levels for heterozygous 
and knockout mice are 60% and 20% of wild type at the DN stage and 60% and 110% at 
the DP stage. E) mRNA levels of pTα were analyzed by semi-quantitative RT-PCR as 
described above in thymocytes of DN (CD4-/CD8-/CD3ε-/Thy1.2+/TCRγδ−) and DP 
(CD4+/CD8+/CD3ε+/Thy1.2+/TCRγδ−) subset depleted of TCRγδ positive cells of wild type 









Figure 2.3. E2A and HEB specifically associate with the pTα enhancer and promoter in 
primary thymocyte.  
A) Schematic diagram of the pTα locus: arrows show the position and orientation of 
primers used for ChIP assays. B) Chromatin immunoprecipitation assays were performed 
as described in Materials and Methods using crosslinked CD3ε-/- thymocytes nuclear 
extracts. Anti-HA and RbIgG were used as isotype matched controls for 
immunoprecipitations. Fivefold serial dilutions of immunoprecipitated DNA were used for 
amplification with specific primers for pTα enhancer and promoter regions. The HPRT 
promoter region was amplified as a negative control. Input chromatin served as a positive 
control for PCR amplification. The PCR products were analyzed by agarose gel 
electrophoresis, transferred onto Biodyne B membrane and hybridized with an internal 
oligonucleotide. C) Western blot of nuclear extract of wild type and CD3ε-/- thymus, wild 
type bone marrow and AD10.1 cell lines was performed using specific antibodies against 









Figure 2.4. The integrity of two E-boxes is critical for pTα enhancer activity. 
A) Schematic representation of the pTα enhancer showing its different binding sites. B) 
Point mutations of specific E-box sites impair pTα enhancer activity. The AD10.1 DN T 
cell line was transfected with wild type or mutant pTα enhancer constructs as shown. 
Results are expressed as luciferase activity relative to the minimal TATA promoter and 
represent the average ± SD of replicate determinations and are representative of (n) 
independent experiments. Luciferase reporter activities were normalized to that of an 
internal control (CMV-βgal). C) Sequences of the different E-box sites within the pTα 









Figure 2.5. Repression of pTα enhancer activity by SCL is mediated by the E2 and E3 sites.  
A) Western blot against SCL was performed using nuclear extract of AD10.1-MSCV and 
AD10.1-SCL cell lines, the blots were revealed using a monoclonal anti-SCL antibody, 
stripped and further analyzed with a polyclonal anti-Sp1 antibody, as control for loading. 
B) Real time RT-PCR was performed to quantify pTα mRNA levels in AD10.1-MSCV and 
AD10.1-SCL cell lines. Amplification curves were normalized for the amount of cDNA 
using S16 as control. pTα mRNA levels in AD10.1-SCL cell lines were 30% of that 
obtained in the AD10.1-MSCV control. C) SCL expression in AD10.1-MSCV and 
AD10.1-SCL cell lines was investigated by semi-quantitative RT-PCR. S16 mRNA 
amplification was used as control for the amount of cDNA. D) The integrity of the two E-
box sites is critical for repression of pTα enhancer activity by SCL. AD10.1 cells were 
transfected with wild type or mutated enhancer constructs, and the MSCV empty vector 
(open bars) or MSCV SCL-expressing vector (solid bars). Enhancer activities were 









Figure 2.6. E2A and HEB heterodimers and SCL-containing complexes preferentially bind 
E2 and E3 sequence in vitro.  
A) Electrophoretic mobility shift assays (EMSA) were done using 32P-labeled E2 or E3 
probes and AD10.1 cell nuclear extracts transfected or not with MSCV-empty or MSCV-
SCL expressing vector. B) Supershift assays were done with AD10.1 and AD10.1-SCL 
nuclear extracts. Where indicated, antibodies were included in the samples before addition 
of the labelled probes. Arrows point to the binding of E2A/HEB or SCL-containing 
complexes. A monoclonal antibody against c-myc was used as an isotype matched control. 
C) We used AD10.1-SCL nuclear extracts for competition assays with a gradient of 1, 3, 10 
and 100-fold molar excess of unlabeled E3 wild type or E3-mutated oligonucleotides (lanes 
3-10, 19), or E1, E2 and E4 wild type oligonucleotides (lanes 13-16, 20-27). Arrows point 
to the different complexes formed on the E3 probe. Dissociation constants estimated by 
analysis of competition curves are 300 nM (E1), 163 nM (E2), 13 nM (E3) and 720 nM 









Figure 2.7. SCL, E2A and HEB specifically associate with the pTα enhancer and promoter 
in situ.  
Chromatin immunoprecipitation assays were performed as in Figure 2.3 using crosslinked 
AD10.1-MSCV and AD10.1-SCL nuclear extracts. Anti-HA and RbIgG were used as 









Figure 2.8. SCL, E2A and HEB gene expressions determine pTα mRNA levels 
A) Thymocytes were fractionated into eight subsets according to their degree of maturity 
and mRNA levels were investigated by semi-quantitative RT-PCR (DN1 to DN4 : lanes 1-
4, DP : lane 5, mature CD4+ : lane 6 and mature CD8+ : lane 7, as depicted in Figure 2.1A). 
Specific primers for E2A, HEB, SCL, pTα and ribosomal S16 mRNA were used, the latter 
as control for the amounts of cDNA. B) mRNA levels were assessed by Southern blot 
hybridization with internal oligonucleotide probes. Signals were normalized to S16 levels 
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The TAL1/SCL and LMO1 oncogenes are frequently activated in childhood T cell acute 
leukemia (T-ALL) due to their ectopic expression in the thymus. We provide evidence that 
in preleukemic thymocytes, SCL-LMO1 overexpression globally affects the expression of 
both positive and negative targets of E2A, a key regulator of T lymphopoiesis. We also 
revealed new target genes of E2A and HEB in primary thymocytes through phylogenetic 
analysis of conserved E2A-binding sites within promoter regions and by chromatin 
immunoprecipitation of thymocytes. This assay also showed that SCL, HEB and E2A 
proteins repress target genes through association to DNA. Investigation of genetic 
interactions between SCL-LMO1 and Heb or E2a showed that whereas E2a and Heb act in 
the same genetic pathway as SCL-LMO1 for thymocyte differentiation, both Heb and E2a 
are haploinsufficient and synergize with SCL-LMO1 in regard to leukemia induction. 
Therefore, this indicates a higher threshold of inhibition for the tumor suppressor than for 
the differentiation regulator function of E2A and HEB. Together these data reveal that the 
SCL and LMO1 oncogenes block thymocyte differentiation by inhibiting the function of the 







T-cell leukemogenesis is a multistep process often initiated by chromosomal 
rearrangements that place oncogenes under the control of active promoters such as TCRα 
or TCRβ gene regulatory elements (1). Oncogenes involved in T-ALL include SCL and 
LMO1. The SCL gene encodes a class II tissue specific basic helix-loop-helix (bHLH) 
transcription factor and is the most frequently activated gene in childhood T-cell acute 
lymphoblastic leukemia (reviewed by (2)). Chromosomal translocations or site-specific 
interstitial deletion juxtaposed the SCL gene to constitutive promoter and enhancer 
elements, leading to aberrant SCL expression in T cell precursors (3-6). Similarly to SCL, 
LMO1 and LMO2 proteins are frequently involved in childhood T cell leukemogenesis (7-
9) and furthermore, cooperate with SCL to induce T-ALL in transgenic mice (10,11). While 
SCL functions to specify hematopoietic precursors during development (12,13), drive 
terminal erythroid and megakaryocyte differentiation in the adult (14,15), as well as 
promote the survival of immature multipotent progenitors (Lacombe 2009), Scl expression 
has to be downregulated for proper lymphoid differentiation (16-18). This is also true of the 
LMO2 factor which is essential for hematopoiesis, as shown by foetal liver default in 
primitive hematopoiesis and failure of adult hematopoiesis and angiogenesis in the Lmo2 
knockout mice (8,19).  
 
At the molecular level, SCL and LMO1/2 are part of multimeric transcriptional complexes 




cellular context (20-22). For instance, the ectopic expression of SCL and LMO1/2 in 
thymus represses the transcription of the E proteins target genes CD4, pTα (Ptcra) and Cd5 
(18,23,24), whereas other genes such as Raldh2 and Talla1 have been shown to be induced 
(21,25). E proteins which include E12 and E47, both encoded by the E2a (Tcfe2a) gene, 
Heb (Tcf12) and E2-2 (Tcf4) (26) are key transcriptional regulators of thymocyte 
development (27,28). Whereas some E2A targets have been identified in various cell lines 
(29,30), only some were confirmed in primary thymic cells (27,31,32). Indeed, E2a-/- mice 
showed reduced thymic cellularity and defective thymopoiesis with an accumulation of 
DN1 cells and an accelerated passage from the DP to SP stage (33). On the other hand, 
Heb-/- mice presented a differentiation block at the DN to DP transition similar to what was 
observed in SCL-LMO1/2 double transgenic mice (27). In addition, E2a-/- and Heb-/- mice 
were reported to develop T-ALL (10,11), suggesting that SCL-LMO1/2-induced 
leukemogenesis could result from the inhibition of E-proteins tumor suppressor function. 
Even if mouse models of T-ALL present aberrant T lymphopoiesis, block of differentiation 
is usually not enough for leukemia induction as pre-TCR deficient mice present a block in 
thymocyte differentiation but do not succumb to leukemogenesis (34-36).  
 
Here we addressed the association between differentiation block induced by SCL and 
LMO1 oncogenes and leukemogenesis process using a combination of transcriptomic and 
genetic approaches. Investigation of the effect of abnormal expression of SCL and LMO1 




showed that SCL and LMO1 function as transcriptional repressors of E2A and HEB 
differentiation regulator activities. Moreover, genetic interaction analysis showed that both 
E2a and Heb are haploinsufficient in regard to SCL-LMO1 induced leukemia, acting in 





3.4 Experimental procedures  
Cell lines, cell culture and mice 
The DN T cell line AD10.1 was cultured in IMDM (Invitrogen, Burlington) containing 10 
% inactivated foetal calf serum (FCS) and 50 μM β-mercaptoethanol. NIH3T3 and 293T 
cell lines were cultured as described previously (37). We used the previously described 
A(5)3SCL (SCLtg) and Lck-LMO1 (LMO1tg) transgenic mouse lines. Both mouse lines were 
backcrossed onto a C57BL6/J background for more than 7 generations. Cd3ε–/– mice 
(C57Bl6/J) were kindly provided by Dr. B. Malissen (Centre d'Immunologie INSERM-
CNRS de Marseille-Luminy, Marseille). E2a–/– and Heb+/– mice were kindly provided by 
Dr. Y. Zhuang (Duke University Medical center, Durham, NC) and bred with C57Bl6/J 
mice for more than 10 generations. Animals were maintained under pathogen free 
conditions according to institutional animal care and use guidelines.  
 
FACS analysis and cell sorting 
Single cell suspensions were prepared from thymi of mice at the indicated ages. All 
antibodies used for flow cytometry analysis were from Pharmingen (BD Biosciences, 
Mississauga, ON), we used anti-CD44 (IM7), anti-CD25 (PC61.5), anti-CD4 (RM4-4), 
anti-CD8 (53-6.7) and anti-Thy1.2 (30-H12). Dead cells were excluded using propidium 






RNA preparation, microarray and real-time RT-PCR analysis 
Total RNAs were prepared from thymocyte of 3 weeks-old mice using RNeasy mini kit 
(Qiagen, Mississauga, ON). Global RNA amplification and hybridization to the murine 
Affymetrix gene expression array (MOE430A) was performed by the Ottawa Genome 
Center using standard Affymetrix protocols. The hybridized GeneChips were scanned, and 
the raw image files analysed using Affymetrix Microarray Suite 4.0's empirical algorithm 
to generate numeric average difference values and qualitative absent/marginal/present call 
values. The resulting processed data were further examined using Microsoft Excel and R 
softwares. Negative and low average difference values produced by the empirical algorithm 
were arbitrarily reassigned threshold values of 50 for purposes of calculating fold changes. 
The average fold change value used to compare the Cd3ε−/− SCLtg LMO1tg dataset against 
the Cd3ε–/– dataset was calculated as ratios of the means of the replicates. Distribution 
analysis was performed using the R software. (pvalue corrected for the false discovery 
rate). First strand cDNA synthesis and PCR were performed as described (18). Primer 
sequences used for specific mRNA amplification are available upon request. Real-time 
quantitative PCR was done with SYBR Green PCR Master mix (Applied Biosystems, 
Foster City, CA) or the TaqMan PCR master mix (Applied Biosystems) on MX3000 
(Stratagene, La Jolla, CA) or ABI apparatus (Applied Biosystems).  
 
ChIP assays 




following antibodies: anti-E47 rabbit polyclonal antiserum N-649 (Santa Cruz 
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA), anti-HEB rabbit polyclonal antiserum (Santa Cruz 
Biotechnology Inc.), anti-SCL mouse monoclonal antibodies BTL73 and BTL136 
(provided by Dr. D. Mathieu-Mahul, Institut de Génétique Moléculaire, Montpellier), anti-
rabbit IgG (Sigma, St-Louis, MI) and anti-HA mouse monoclonal antisera (Covance, 
Princeton, NJ). Oligonucleotide sequences are available upon request.  
 
Bioinformatic analysis 
Differentially expressed genes between Cd3ε–/– and Cd3ε–/–SCLtgLMO1tg thymocytes 
samples were determined using a linear model and the empirical Bayes method previously 
described (38). The software Limma package for the R computing environment was used 
for both normalization and comparison of probe signals (Limma is part of the Bioconductor 
project at http://www.bioconductor.org). Differential expression of selected genes was 
confirmed by Q-PCR as described above. Genomic sequences from both mouse and human 
were analysed for the presence of E-boxes consensus binding sequences using Transfac 
matrices (E47 matrix: M00002 and M00071; TAL1/SCL matrix: M00065 and M00066). 
The murine and human genomic sequences were aligned and the conserved binding sites 





3.5 Results  
3.5.1 Global decrease in gene expression in SCLtg LMO1tg thymocytes.  
The SCL and LMO1 oncogenes block thymocyte differentiation at the preleukemic stage 
prior to an induction of T-ALL (18,24,39). In the T lineage, SCL and LMO1 or LMO2 
were previously shown to activate the expression of TALLA1 (25) and to inhibit the 
expression of several E protein target genes, i.e. Ptrca, Cd4 and Cd5 (18,23,40) whereas in 
the erythroid lineage, SCL is a transcriptional activator (20,37,41-45). We therefore address 
the question whether SCL and LMO1 activate or inhibit gene expression in the thymus by 
assessing global gene expression in transgenic thymocytes compared to non transgenic 
thymocytes. To circumvent cellular heterogeneity within the thymus, transgenic mice 
expressing SCL and LMO1 were crossed with C57Bl6/J-Cd3ε-deficient mice. Indeed, in the 
absence of CD3ε, thymocytes are arrested at the DN3 stage due to abrogation of pre-TCR 
as well as TCR signalling affected by transgenic expression of SCL and LMO1 
(Supplemental Figure 3.S1A).  Global gene expression was determined using thymocyte 
RNA obtained from three Cd3ε–/– SCLtgLMO1tgmice or their normal counterparts (Cd3ε–/–) 
and the Affymetrix technology. Datasets of genes with a p value lower than 0.01 were 
considered as affected by the oncogenes. This analysis revealed that ectopic expression of 
SCL and LMO1 is mainly associated with a downregulation of gene expression (Figure 
3.1A). The number of genes that are downregulated (69 %) far exceeded the number of 
genes that are upregulated (31 %). These observations suggest that SCL-LMO1 mainly 





3.5.2 SCL-LMO1 globally affect the expression of both positive and 
negative targets of E2A.  
We and others have previously shown that SCL inhibits several E2A target genes in T cell 
lines and double positive thymocytes. Both E2A and HEB bind as homodimers or 
heterodimers to the CAGGTG E box with high affinity. We therefore use the E47 matrix 
(Supplemental Figure 3.S1B) to assess whether this preferred binding site is enriched in the 
promoters of the 237 genes that are significantly affected by SCL-LMO1 transgenic 
expression. We restricted our search to E boxes that are conserved between the murine and 
human genes, within 5 kb upstream and 2 kb downstream of the transcriptional initiation 
sites (Figure 3.1B). Their occurrence within this genomic region of genes that are affected 
by SCL-LMO1 was compared to that of all annotated genes. Genomic regions were divided 
into 1 kb intervals. This analysis revealed a significant enrichment for E47 consensus 
binding sites within the -5, -3 and -1 kb relative to transcription start sites, which was two-
fold or higher. In addition, E47 binding sites were specifically depleted within the -4kb 
interval of these genes compared to the other genes in the genome and no enrichment was 
found at the -2 kb interval whereas the enrichment was still significant when the upstream 
5kb genomic region was considered as a single interval. 
 
SCL binds DNA as heterodimers with E2A or HEB. Binding site selection indicates high 
affinity binding to the SCL consensus (CAGATG), although the G at position +4 was 
tolerated (46). We therefore conducted the same analysis with the TAL1/SCL matrix 
(Supplemental Figure 3.S1B) and found that the position specific enrichment in E47 
consensus binding site within the -3 and -1 kb intervals was associated with a depletion in 
SCL consensus binding sites. This striking inverse correlation suggests a phylogenetically 
conserved counter-selection between SCL and E47 binding sites.  
 
Using conditional E47 expression in the 1F9 thymoma cell line, Schwartz et al (29) 




whereas the other 40% are downregulated. We next addressed the question whether the 
genes that are affected by SCL-LMO1 are enriched for these E47-regulated genes (29). The 
occurrence of E47-dependent genes in the dataset affected by SCL-LMO1 is 8.4% whereas 
their occurrence in the microarray is 0.8%, representing a 10-fold enrichment for E47 
targets. We next analysed separately genes that are upregulated or downregulated by E47. 
 The continuous lines in Figure 3.1C and D represents the distribution of all genes based on 
their relative expression levels calculated as log2 fold change between SCLtgLMO1tg 
thymocytes and their non transgenic littermates. Superimposed to this is the distribution of 
the relative expression levels of genes that are reported to be upregulated by E47 (Figure 
3.1C). Using this model, an absence of regulation of E47 target genes by SCL-LMO1 
would be represented by a superimposition of the two distributions whereas a left shift 
corresponds to an antagonism between SCL-LMO1 and E47/E2A and a right shift, to a 
cooperation between these factors. As shown in Figure 3.1C, the distribution of E47 targets 
is not normal and significantly differs from the parental distribution, in that it presents an 
important left shoulder, consistent with the possibility that a subset of E47-upregulated 
genes are repressed by SCL and LMO1. Conversely, for genes that are down-regulated by 
E47, a left shift corresponds to cooperation whereas a right shift indicates antagonism. As 
shown in Figure 3.1D, a subset of E47-downregulated genes appears to be upregulated by 
SCL and LMO1. Together, these distributions are suggestive of an antagonistic effect of 
SCL-LMO1 on E2A. All genes regulated by E47 that are significantly affected by SCL and 
LMO1 (p≤ 0.01) were then confirmed by Q-PCR. There was an overall concordance 
between microarray data and Q-PCR data for the 27 genes tested (Figure 3.1E). Only 5 of 
27 genes showed more pronounced differences when assessed by Q-PCR. Thus our results 





3.5.3 Association of HEB, E47 and SCL with promoters of known E47-
upregulated target genes.  
Within these 27 E47-regulated genes that are affected by SCL-LMO1, we found genes that 
are important for thymocyte differentiation (Rag1, Rag2, Ptcra, Il7r, Cdh1), for DNA 
repair (Rad54l), for RNA metabolism (Rrm2) and translation (Eif4e). We therefore 
addressed the question whether both E2A and HEB occupy the regulatory regions 
(promoters or enhancers) of these genes in situ by performing chromatin 
immunoprecipitation (ChIP) using the AD10.1 T cell line. We compared chromatin extracts 
that are immunoprecipitated by antibodies against E47 or HEB with those that are found 
associated with control immunoglobulins. We found that both E47 and HEB specifically 
associate in situ to the regulatory regions of these E47-upregulated target genes (Figure 
3.2A). Our results indicate that these E2A regulated genes are direct targets of both E47 
and HEB in thymocytes. Furthermore, E47 binding sites are found within 1 Kb upstream of 
the transcription initiation sites of these genes, consistent with data shown in Figure 3.1B 
indicating an enrichment for E47 binding sites in this region (Figure 3.2B).  
 
Known E47-upregulated genes are downregulated by SCL and LMO1 indicative of an 
antagonism between SCL-LMO1 and E2A in a preleukemic setting. This inhibition can 
occur by sequestering these partners (E2A and/or HEB) away from DNA, in an-Id like 
manner (47), or by associating with these factors on DNA. As shown in Figure 3.2A, when 
SCL is overexpressed in these cells, it is found associated with E47 and HEB to the same 
regulatory regions, indicating that SCL does not prevent occupancy of these loci by E47 or 
HEB.   
3.5.4 Identification of new E47, HEB as well as SCL targets by ChIP in 
situ.  
Among the genes found affected by SCL and LMO1 expression, we identified 74 genes that 




transcriptional initiation sites (Figure 3.1B). In addition to known E47-regulated genes 
(Figure 3.1E), we confirmed the expression of 13 of these genes by Q-PCR showing that 
they were affected by SCL-LMO1 on the microarray dataset (Figure 3.3B). We found both 
an upregulation (Usf1, Runx1, Trfr2, Rab38, Nfe2, Lyl1 and Hhex) as well as a 
downregulation (Rasl11b, Rfc4, Tgfbr1, Rpn1, Cdk4, Nsg2) of their expression (Figure 
3.3B), confirming our microarray data. To address the question whether these genes are 
direct E47 or HEB target genes, we perform ChIP as above. We chose a set of genes for 
which we identified conserved E boxes between -1 Kb and +1 Kb (Figure 3.3C). HEB and 
E47 were associated to the regulatory regions of these genes. When SCL was ectopically 
expressed, it was also bound to these regulatory regions. We therefore identified new target 
genes of E47 and HEB. Furthermore, SCL inhibits expression of these genes by occupying 
their promoters in the same way as shown for known E47-regulated genes when 
abnormally expressed.  
3.5.5 Decreased Heb or E2a gene dosage does not affect thymocyte 
differentiation arrest caused by SCL-LMO1.  
SCL-LMO1 inhibit E protein activity, impair thymocyte differentiation and induce T-ALL 
(10,18,23,24,39,40). If the inhibition of E protein activity underlies both differentiation 
arrest and leukemia induction, we reasoned that removing one allele of E2a or Heb would 
not exacerbate the defects caused by SCL-LMO1 in vivo. We first verified mRNA 
expression of E2a and Heb in the thymus of heterozygous mice and found a reduction of 
40% and 60% in respective mRNA levels (Figure 3.4A).  We therefore examined the effect 
of reducing E2a or Heb on thymocyte differentiation during the preleukemic stage. Within 
the DN subset, thymocyte maturation can be followed according to the sequential 
expression of CD44 and CD25 molecules, thus identifying 4 sub-populations (DN1 to 
DN4) as well as of CD4 and CD8 molecules for the population DP, SP4 and SP8 as 
described in Figure 3.4B. SCLtgLMO1tg mice reproducibly showed an increase in DN1 




defect is not affected by the removal of one E2a or Heb allele. Similarly, the decrease in 
the DP population as well as the altered CD4/CD8 ratio caused by the transgenes were not 
affected in E2a+/– and Heb+/– mice. These results show that thymocyte differentiation 
blockade caused by the SCL-LMO1 oncogenes is not exacerbated by E2a or Heb haploidy. 
The absence of synergy suggest that differentiation blockade during the preleukemic stage 
is caused by an inhibition of E2A-HEB activity.   
3.5.6 Decreased Heb or E2a gene dosage accelerates SCL-LMO1-
dependent leukemia.  
Since SCL-LMO1 acts in the same genetic pathway as E2a or Heb in thymocyte 
differentiation, we addressed the question whether it is also the case for leukemia 
induction. To this end, we observed the time of leukemia onset in SCLtgLMO1tg mice 
crossed with E2a+/– or Heb+/– mice (Figure 3.5A). Loss of one allele of E2a or Heb was 
not sufficient to cause leukemia. Overexpression of SCL-LMO1 led to leukemia with a 
median survival of 136 days (Figure 3.5B). In this context, loss of one allele of E2a 
significantly accelerated leukemia onset with a median time of 111 days (p<0.02). 
Furthermore, loss of Heb allele caused an even stronger acceleration of leukemia onset 
induced by SCL and LMO1 with a median survival time of 91 days (p<0.0001). Our results 
indicate that both Heb as well as E2a are haploinsufficient in regard to leukemogenesis 
induced by SCL-LMO1. These results are in agreement with the recent report showing an 
acceleration of SCL-induced leukemogenesis in the absence of an allele of either E2a or 
Heb (40). This acceleration did not affect the leukemic phenotype corresponding to CD8 
ISP and/or immature DP phenotype (Figure 3.4C). These results argue in favour of genetic 
interactions between Heb or E2a and SCL-LMO1 in the induction of T- ALL and support a 
role for HEB and E2A as tumour suppressors in the thymus. Contrary to thymocyte 
differentiation where E2a and Heb act in the same genetic pathway as SCL-LMO1, the 
synergy observed in leukemia induction indicates either that their inhibition by SCL and 




consistent with the view that differentiation blockade and the induction of T-ALL by the 





In the present study, we revealed a differential genetic interaction between E2a or Heb and 
SCL-LMO1 in thymocyte differentiation and leukemia induction. In thymocyte 
differentiation, SCL-LMO1 acts in the same genetic pathway as E2A and HEB, therefore 
inhibiting E2A and/or HEB function. We further showed that E2a or Heb loss of function 
and SCL-LMO1 overexpression cooperate together for leukemia induction; first, revealing 
the role of E2A and HEB as tumor suppressor genes and second, that E2A or HEB function 
is either insufficiently inhibited or that they act in parallel or in independent pathways. We 
also showed that the SCL and LMO1 oncogenes repress the expression of a subset of E2A 
and HEB target genes in preleukemic thymocytes. Moreover, using bioinformatic and 
molecular approaches, we identified new target of E2A and HEB in a normal thymic 
context, which are also regulated by SCL when ectopically expressed such as in T-ALL.  
3.6.1 Upregulation of Lyl1 and Hhex gene expression by SCL-LMO1 
Our results identify two novel genes which are targets of E2A and HEB, Lyl1 and Hhex, 
and induced by the SCL-LMO1 oncogenes. Interestingly, LYL1, encoding a hematopoietic 
bHLH transcription factor (48), is also an oncogene (49) whose expression is  activated by 
chromosomal translocations in childhood T-ALL (50), much in the same way as SCL. Our 
results indicated that Lyl1 is among the genes with the highest expression level induction 
by SCL-LMO1 in preleukemic DN3 thymocytes. Normally, Lyl1 is co-expressed with Scl 




activities of LYL1 and SCL result from their dysregulated expression in the thymus (49), 
suggesting that the high induction of Lyl1 by SCL-LMO1 may represent a feed forward 
loop in leukemogenesis. Furthermore, Hhex/Prh is a homeobox gene which is required for 
hemangioblast differentiation into hematopoietic progenitors (52). Similar to Scl, Hhex is 
expressed at low levels in DN3 thymocytes (our  data) but not in the total thymocytes 
population of DP cells (53). Furthermore, the downregulation of Hhex is required for 
proper thymocyte differentiation (54). Overexpression of HHEX by retroviral gene transfer 
causes B and T cell lymphomas (55). Finally, the phenotypes of leukemic cells induced by 
LYL1 and HHEX in transgenic mice are similar to SCL-LMO1 induced leukemia. Together, 
these observations suggest that the induction of Lyl1 and Hhex in primary thymocytes 
could reinforce the leukemogenic property of SCL-LMO1. 
3.6.2 The tumor suppressor function for E2A and HEB 
Both E2a-/- and Heb-/- mice that survive to adulthood develop leukemias, suggesting a 
tumor suppressor function for E proteins. In addition, Id1 transgenic mice also succumb to 
leukemia (56). As reported for SCL induced leukemia, removal of one E2a or Heb allele 
accelerates leukemia induced by SCL in transgenic mice, suggesting that E2A and HEB can 
indistinctly delay leukemia (40). In accordance with this, we showed here that both E2A 
and HEB are haploinsufficient in regard with tumor suppression. Our study indicates that 
SCL-LMO1 either insufficiently inhibited E protein tumor suppressor function or that they 
act in parallel or in independent pathway in regard to leukemia induction. Previous works 




including Ptcra, Cd4, Cd5 (18,23,24,57). Here we have shown by global profiling that SCL 
inhibits the expression of a subset of genes that are upregulated by E47 (29). Conversely, 
genes that are downregulated by E47 are upregulated by SCL-LMO1, altogether pointing 
for an antagonist action of SCL on E proteins in the preleukemic thymus. Moreover, both 
E2A and HEB have anti-proliferative activities at the DN3 stage (58). While it remains 
possible that their tumor suppressor function may be linked to this antiproliferative activity, 
the haploinsufficiency of E2a and Heb in SCLtgLMO1tg mice suggests that their role in 





3.7 Figure  
Figure 3.1.  SCL and LMO1 overexpression in preleukemic thymocytes affects genes 
regulated by E47.  
A) SCL and LMO1 overexpression in the thymus causes a global repression of gene 
expression. Shown is the percentage of genes found significantly (pvalue<0.01) 
downregulated and upregulated between Cd3ε–/– thymocytes expressing or not SCL and 
LMO1. B) Analysis of the genomic regions upstream of significantly affected genes 
(pvalue<0.01) for conserved E47 or SCL consensus binding sites between human and 
mouse genomes. The histogram represents the fold enrichment of transcription binding 
sites in the promoter regions over the genomic occurrence based on position around the 
transcription initiation site. Asterix correspond to a p-value<0.05. C-D) SCL and LMO1 
overexpression represses a subset of E47 regulated genes. Shown is the distribution of 
genes upregulated (C) or downregulated (D) by E47 (29) (black bar) superimposed to the 
distribution of all the genes found on affymetrix chip (black line) based on their log2 ratio 
between SCL and LMO1 expressing thymocyte and control. E) Downregulation of genes 
positively regulated by E47 as well as upregulation of genes negatively regulated by E47 in 
the presence of SCL and LMO1. Microarray data and quantitative RT-PCR are shown as 
ratio of Cd3ε–/– SCLtgLMO1tg on Cd3ε–/– control thymus and normalised to Hprt. Data 








Figure 3.2.  HEB, E47 and SCL occupy DNA of known E47-regulated genes.   
A) HEB and E47 specifically associate to genomic regions upstream of genes significantly 
affected by SCL and LMO1. Chromatin immunoprecipitation assays were performed with 
the indicated antibody or control IgGs on AD10.1-MSCV and AD10.1-SCL crosslinked 
cellular extracts. The indicated regulatory regions were amplified by real-time PCR. Data 
are expressed as fold enrichment over control IgGs for both SCL expressing and control 
cells. The Hprt promoter region was amplified as a negative control (data not shown). B) 
SCL specifically occupies the upstream genomic region of genes affected by SCL and 
LMO1. ChIP assay were done as in A. Data are expressed as fold enrichment over control 
IgGs and represent the amount of DNA immunoprecipitated in SCL expressing cells over 









Figure 3.3.  Identification of new target genes of HEB, E47 and SCL.   
A) Representation of conserved E box sequences in regulatory region of SCL-LMO1 
affected genes. B) Effect of SCL and LMO1 overexpression on potential E47 target genes. 
Relative expression levels from microarray data as well as quantitative RT-PCR are shown 
as ratio of Cd3ε–/– control thymus normalised to Hprt and represent the mean ± standard 
deviation of 3 independent RNA samples. C) Genomic upstream region of genes affected 
by SCL and LMO1 are specifically occupied by E47, HEB and SCL. ChIP assay were done 








Figure 3.4. Effect of E2a and Heb allele loss on SCL-LMO1 preleukemic phenotype.  
A) E2a and Heb expression levels in the thymus of wild type and heterozygous mice were 
performed by quantitative RT-PCR. mRNA levels are shown as ratio of wild type and were 
normalized to S16 control gene. B) Thymocyte differentiation scheme. C) Thymocytes 
from wild type, E2a+/–, Heb+/–, SCLtgLMO1tg, E2a+/– SCLtgLMO1tg and Heb+/– 
SCLtgLMO1tg mice were stained with antibodies against CD25, CD44, CD4, CD8 and 








Figure 3.5. Genetic interaction between Heb, E2a and SCL-LMO1 in leukemogenesis.  
A) Kaplan-Meier curves of the time of onset to leukemia for SCLtgLMO1tg, E2a+/– 
SCLtgLMO1tg and Heb+/– SCLtgLMO1tg mice. A drop in the line represents the sacrifice or 
death of an animal diagnosed at necropsy with malignant thymic lymphoma. B) Survival 
analysis of SCLtgLMO1tg mice in wild type, E2a+/– as well as Heb+/– background. The 
number of weeks corresponding to 33% of survival is shown (* p<0.002; ** p<0.001). 
Cohorts of n mice were analysed per genotype. C) Immunostaining of representative SCL-
LMO1 induced leukemia. Flow cytometry analysis was performed on thymic lymphoma 
from SCLtgLMO1tg, SCLtgLMO1tg Heb+/– and SCLtgLMO1tg E2a+/– mice using antibodies 








Figure 3.S1. Thymocyte population of in Cd3ε-/- and SCLtgLMO1tgCd3ε-/-  
A) Preleukemic thymocytes from wild type, Cd3ε-/- and SCLtgLMO1tgCd3ε-/- mice were 
stained with antibodies against CD25, CD44, CD4, CD8 and Thy1.2 and analyzed by flow 







Figure 3.S2. E proteins mRNA expression is not affected by SCL and LMO1 
overexpression in the thymus.  
A) Expression levels of E protein members is unaffected by SCL-LMO1 overexpression in 
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Tumors have distinctive histological characteristics but the process of cell type-specific 
transformation remains to be elucidated. The genes encoding the TAL1/SCL and LMO1/2 
oncogenic transcription factors are recurring targets of chromosomal translocations in T 
cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) and the two genes genetically interact to induce 
T-ALL in transgenic mice. We provide genetic evidence that pre-TCR signaling 
collaborates with SCL-LMO1 to accelerate leukemia onset and to induce full penetrance in 
transgenic mice. In contrast, antigen-dependent TCR signaling does not collaborate with 
these oncogenes. Notch1 drives the T versus B cell fate and the NOTCH1 gene is activated 
in almost all cases of pediatric T-ALL. We found that activating Notch1 mutations and the 
expression of NOTCH1 target genes co-segregrate with competence for pre-TCR signaling 
in our transgenic model of T-ALL, i.e. Cd3ε-deficient T-ALL do not harbour activating 
Notch1 mutations and express lower levels of NOTCH1 target genes as compared to Cd3ε-
proficient T-ALL. Our observations suggest that Notch1 mutants and the pre-TCR operate 
in the same genetic pathway to collaborate with the SCL-LMO1 oncogenes in T-ALL. 
Since NOTCH1 and the pre-TCR are critical for the α/β T lineage, our studies are 
consistent with the view that cell-type specific transformation can result from the 
collaboration between oncogenic transcription factors and signaling pathways that 






Studies of human cancers and various strategies in mice have converged on identifying 
cooperating sets of oncogenes that transform normal cells into fully metastasizing cancer 
cells (1,2). The classical cooperation between activated RAS and the nuclear oncoprotein 
MYC (3) establishes the paradigm that aberrant signaling enhances the transforming ability 
of oncogenic transcription factors in primary cells. Pathways to cell transformation 
minimally involve “enhanced self-renewal capacity, increase in autonomous growth and, 
ultimately, escape from terminal differentiation” (4). In principle, two genes with the same 
biological outcome do not collaborate with each other and are considered part of the same 
complementation group. Retroviral tagging strategies revealed that some mutations are 
mutually exclusive, such as c-Myc and N-Myc, indicating that mutations of N-Myc are not 
selected for when c-Myc is activated. However, both c-Myc and N-Myc collaborate with 
Pim1, encoding a Ser/Thr kinase, hence establishing c-Myc and N-Myc as part of the same 
complementation group, and Pim1 as belonging to a separate complementation group. 
While these models provide important frameworks to understanding the process of cell 
transformation, it remains to be elucidated how tumors acquire distinctive histological 
features, which often translate into distinct clinical outcomes. One mechanism that was 
previously shown for acute promyelocytc leukemia involves the collaboration between the 
primary oncogene, PLZF-RARα, and the tumor modifier gene, RARα-PLZF, that 
transforms a chronic myeloid leukemia into APL (5). 
 
T cell maturation critically depends on the expression of functional T cell receptors (TCR) 
and, in the αβ lineage, follows a phase of intense cell proliferation controlled by the pre-
TCR, at the β-selection checkpoint. The association between the pre-Tα polypeptide (pTα), 
the rearranged TCRβ chain and CD3 signaling molecules, that forms the pre-TCR, allows 
for cell survival and proliferation, as well as progression from the CD4-CD8- double 




lacking the TCR beta variable domain cause an expansion of the DP population that 
precedes overt T cell leukemia, suggesting that abnormal pre-TCR function can be 
oncogenic (7). Recent evidence suggests that the pre-TCR signal is important for 
NOTCH3- and TEL-JAK2-induced leukemias (8,9), suggesting that developmental 
processes required for normal differentiation can be implicated in the pathogenesis of T-
ALL. However, the pre-TCR is dispensable for T-ALL induced by E47- or Trp53-
deficiency (10,11). Hence, the importance of the pre-TCR in T cell transformation induced 
by oncogenic events remains to be clarified. 
 
Notch1 signaling regulates the T- versus B-cell fate choice in pre-thymic progenitors 
(12,13) and is therefore critical for T cell development. Notch1 has been shown to 
cooperate with E2a to specify T lineage commitment (14) and regulates the expression of 
important genes such as Hes1 and Ptcra (14). Moreover, activating mutations in the Notch1 
gene are found in more than 80% of SCL-LMO1 leukemias in both human and mice 
(15,16). NOTCH1 mutations frequently result in the production of the intracellular domain 
of NOTCH1 (ICN1), which is constitutively active in the absence of ligand, or mutations in 
the C-terminal PEST domain that stabilizes ICN1. 
 
The SCL (SCL) gene encodes a class II tissue specific basic helix-loop-helix (bHLH) 
transcription factor and is frequently activated by chromosomal rearrangements in 
childhood T-cell acute lymphoblastic leukemia (17). In addition, SCL gene expression is 
abnormally high in 40-60% childhood T-ALL lacking rearrangement at the SCL locus 
(18,19). While SCL function is essential to specify hematopoietic precursors during 
development (reviewed by (17,20,21), to drive terminal erythroid and megakaryocyte 
differentiation in the adult (22,23), SCL expression has to be down-regulated for proper 
lymphoid differentiation (24-26). Similarly to SCL, LMO1/2 proteins are frequently 
involved in childhood T cell leukemogenesis (27,28). Furthermore, LMO1 or LMO2 




LMO1/2 belong to two separate complementation groups. Nonetheless, SCL-LMO1/2 are 
not sufficient per se to induce leukemia in transgenic mice, as evidenced by a variable 
latency before leukemia onset.  
 
In the present study, we investigated the collaborating events in SCL-LMO1-induced T-





4.4 Experimental procedures 
Mouse models 
We used the previously described A(5)3SCL (SCLTg) and lck-LMO1 (LMO1Tg) transgenic 
mouse lines (29). Both mouse lines were backcrossed onto a C57BL6/J background for 
more than 12 generations. Rag1-/- mice from Jackson laboratory and Cd3ε-/- mice from P. 
Hugo (31) were on a C57BL6/J background. Abb-/-B2m-/- mice were on a C57BL6/J 
background and purchased from Taconic. All animals were maintained in pathogen-free 
conditions according to institutional animal care and use guidelines. 
 
Notch1 sequencing 
Amplification of Notch1 exons 26, 27, and 34 from cDNA of tumor cells was performed by 
PCR. Amplification products were sequenced in both directions. Residues are numbered 
according to their location in Notch1 sequence (Ensembl sequence 
ENSMUSG00000026923). 
 
Clonality analysis  
Genomic DNA was obtained from proteinase K, phenol/chloroform extraction. Tcrb 
rearrangements were determined by PCR amplification using primers, followed by 1.2% 
agarose gel electrophoresis.  
 
RNA analysis 
Total RNAs were prepared from 10,000 sorted cells as previously described (26). Primer 
sequences used for specific mRNA amplification are available upon request. For real-time 
quantitative PCR, we used Sybergreen detection kits (Qiagen, Mississauga, ON) according 






Western blot analysis 
Total thymus or DN purified subsets from wild type or Cd3ε+/- mice were lysed in RIPA 
buffer containing a cocktail of protease inhibitors. Protein extracts were resolved on a 12% 
SDS-PAGE, transferred on PVDF membranes and hybridized with antibodies against 
CD3ε or PTP1D (Santa-Cruz Biotechnology Inc., CA).  
 
4.5 Results 
4.5.1 pre-TCR deficiency delays leukemia onset in SCLtgLMO1tg mice  
Global gene profiling of childhood T-ALL patient samples indicated that high SCL 
expression is associated with high TCR expression (18). We therefore addressed the 
question whether pre-TCR or TCR signaling could contribute to SCL-dependent leukemias. 
The pre-TCR and TCR require association with the CD3 complex for signaling (31). To 
directly address the importance of pre-TCR/TCR signaling, we crossed SCLtgLMO1tg mice 
with Cd3ε-deficient mice. Normally, SCLtgLMO1tg mice develop T-ALL with 100 % 
penetrance between 3 and 6 months. However, on a Cd3ε-/- background, the kinetics of 
onset of SCL-LMO1-induced leukemia was delayed by 224 days when compared to Cd3ε+/+ 
littermates (Figure 4.1A). Furthermore, the penetrance of the disease decreased by 50%. 
These results indicate a strong genetic interaction between the SCL-LMO1 oncogenes and 
Cd3ε. These results differ to some extent with the recent report by Fasseu et al. showing a 
complete dependence of SCL-LMO1-induced leukemogenesis on CD3ε signaling (32). This 
discrepancy is currently unresolved but could be due to differences in genetic backgrounds. 
All our mice have been backcrossed on a C57BL6 background for more than 10 
generations, excluding the possibility that differences between Cd3ε+/+ SCLtgLMO1tg and 
Cd3ε-/- SCLtgLMO1tg mice could be due to background variations brought about by the 
crosses. Together, these observations indicate that pre-TCR/TCR signaling collaborates 





Cd3ε is haplosufficient for thymocyte differentiation (31), and immunostaining analysis of 
thymocytes from mice lacking one Cd3ε allele did not reveal any alteration in thymocyte 
subsets nor thymocyte numbers (data not shown). We therefore addressed the question 
whether the requirement in Cd3ε for SCL-LMO1-induced leukemogenesis is dose-
dependent. Surprisingly, leukemia onset in Cd3ε +/-SCLtgLMO1tg mice was intermediate 
between Cd3ε +/+ and Cd3ε -/- SCLtgLMO1tg littermates, with 26% survival at 175 days 
compared to 94% in Cd3ε -/- and 0% in Cd3ε +/+ (Figure 4.1C). This Cd3ε 
haploinsufficiency correlates with a two-fold decreased Cd3ε mRNA and protein levels, as 
assessed by quantitative RT-PCR analysis (Figure 4.S1A) and by Western blot analysis 
using protein extracts prepared from total thymi or DN purified thymocytes, respectively 
(Figure 4.S1B). CD3ε-surface expression assessed by flow cytometry was also decreased in 
both CD3εint and CD3εhi populations from Cd3ε+/- thymus as compared to Cd3ε+/+ thymus 
(Figure 4.S1C). Together, these observations reveal that Cd3 is haploinsufficient in SCL-
LMO1-dependent leukemogenesis. Furthermore, the threshold for CD3 signaling in 
thymocyte differentiation is lower than that required for collaboration with the SCL and 
LMO1 oncogenes. 
 
Previous reports indicate that Cd3ε deletion also affects Cd3δ expression (31). To exclude 
the possibility that other genes outside of the pre-TCR/TCR pathway might be affected by 
this deletion, we took an independent genetic approach with Rag1-deficient mice in which 
T cell differentiation is arrested at the DN3 stage because of the absence of a rearranged 
TCRβ chain. We therefore crossed SCLtgLMO1tg mice with Rag1-/- mice and observed 
leukemia development (Figure 4.1B). Interestingly, Rag1-deficient mice expressing the 
SCL-LMO1 oncogenes develop leukemia with a similar kinetic as Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg 
mice. Of note, the survival curves for Rag1-/- SCLtgLMO1tg and Cd3ε-/- SCLtgLMO1tg mice 




therefore unable to express either the pre-TCR, the TCRα/β or γ/δ, whereas Cd3-deficient 
cells have non-functional pre-TCR/TCRs. Together, our observations concur to indicate the 
importance of pre-TCR/TCR signaling as a collaborating event with the SCL and LMO1 
oncogenes. Moreover, the observations that T-ALL still develop in Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg 
and Rag1-/-SCLtgLMO1tg mice indicate that the cellular target of transformation of the SCL-
LMO1 oncogenes are in this case immature pro-T cells before the β-selection checkpoint 
and, therefore, that the cellular target of these oncogenes is not a pre-T cell.  
 
4.5.2 MHC-mediated antigen presentation deficiency do not affect 
leukemia onset in SCLtgLMO1tg mice  
Activation of TCR signaling is dependent on either MHC class I or MHC class II antigen 
presentation by APC (33,34) whereas the pre-TCR is antigen-independent (35,36). To 
directly address the functional importance of the TCR, SCLtgLMO1tg mice were crossed 
with mice deficient for the β2-microglobuline gene (β2m) and for the H2-Ab1 gene (Abb). 
These mice are MHC class I and class II deficient, respectively (37,38) and are therefore 
deficient for antigen-presentation. In Abb-/-/β2m-/- mice, the kinetics of SCL-LMO1-induced 
leukemia was not affected when compared to wildtype littermates (Figure 4.1B). These 
results indicate that the collaboration between CD3 and the SCL-LMO1 oncogenes is 
antigen-independent and therefore, that pre-TCR and not TCR signaling collaborates with 
the SCL-LMO1 oncogenes to accelerate and increase the penetrance of leukemia. 
 
4.5.3 Co-segregation between Cd3 and Notch1 mutations in SCL-
dependent leukemogenesis.  
To further assess whether other genetic events might collaborate with the SCL-LMO1  
oncogenes, we perform cytogenetic analysis of tumors from SCLtgLMO1tg by SKY and G-




(Figure 4.2C). One out of four tumors showed the presence of trisomies of chromosomes 7 
and/or 16 (Figure 4.2A-B). Thus, the absence of gross structural anomaly indicates that the 
SCL-LMO1 oncogenes do not cause major chromosomal instability.  
 
In addition to chromosomal translocations, genes that control thymocyte development are 
often deregulated by mutations in T-ALL, as exemplified by the frequent occurrence of 
Notch1 mutations. We therefore sequenced the Notch1 protooncogene from SCL-LMO1 
leukemias arising in Cd3ε+/+ and Cd3ε-/- mice. We found mutations in the PEST domain of 
Notch1 in 4 out of 5 Cd3ε+/+ leukemias. These frame shift insertions and mutations disrupt 
the PEST domain of NOTCH1 and may stabilize the protein. No PEST domain mutation 
was found in sample #241 from a Cd3ε+/+ mouse. In contrast, no mutation was detected in 
7 different Cd3ε-/- leukemias induced by SCL-LMO1. Together, these observations indicate 
that in the absence of pre-TCR signaling, Notch1 mutations are not selected for, consistent 
with the view that Notch and the pre-TCR operate in the same genetic pathway. 
 
We therefore verified the expression of a subset of NOTCH1 target genes in SCL-LMO1 
induced leukemias. As shown in Figure 4.3, mRNA expression levels of Hes1, Hes5, Hey1, 
Nrarp were consistently lower in Cd3ε-/- tumor samples, while their expression levels were 
higher in Cd3ε+/+ tumors. Two other target genes, Cdkn1a and Dtx1, were also lower in 
Cd3ε-/- leukemias, although these two genes exhibit higher sample to sample variations. 
These results suggest that NOTCH1 activity is higher in Cd3ε+/+ tumors and correlates 
with our finding that Notch1 activating mutations are present in Cd3ε+/+ SCL-LMO1 but 
not in Cd3ε-−/− SCL-LMO1 leukemias.  In contrast, most other genes that are important 
regulators of T cell development and functions (data not shown) were not affected by the 





Using a genetic approach, we provide evidence that pre-TCR signaling collaborates with 
the SCL-LMO1 oncogenes in leukemogenesis and that Notch1 and the pre-TCR operate in 
the same pathway in this process..   
4.6.1 The pre-TCR as a collaborating event in leukemogenesis 
Primary oncogenic events, such as those triggered by chromosomal translocations are 
generally insufficient by themselves to causes leukemias and require secondary cooperative 
mutations to fully transform cells. These collaborating events may be different, depending 
on the initiating cytogenetic event and on the target cell of transformation. Global gene-
expression profiling has the potential to reveal new dimensions of the pathologic features 
of ALL and to identify such collaborating events, as exemplified by the identification of 
high Flt3 levels in cases of T-ALL with MLL rearrangements (39). These observations 
combined with in vitro studies have led to clinical trials that include FLT3 inhibitors in 
primary infant and childhood MLL-rearranged ALL (39-41). Similarly, the discovery of the 
high frequency of Notch1 activating mutations in human T-ALL cases (15,42) led to 
clinical trial of γ-secretase inhibitor in this pathology. 
 
We identified the pre-TCR pathway as an important collaborating event in SCL-induced T-
ALL. Our genetic approach using Cd3ε- deficient mice in which the pre-TCR or TCR 
signal is abrogated provides direct evidence for an important role for the pre-TCR in SCL-
dependent leukemogenesis. The functional importance of the pre-TCR in leukemogenesis 
has been previously reported in Notch3- (8) and TEL-JAK2-transgenic mouse models (9) as 
well as in Ikaros-deficient mice (43). In contrast, pre-TCR signaling is dispensable in T-
ALL induced by loss of Atm or Trp53 (10,44), suggesting that pre-TCR signaling is parallel 
to or upstream of Trp53 inactivation in leukemogenesis. In addition, loss of Trp53 (45) or 




leukemias. Together, these observations are consistent with the view that pre-TCR 
signaling and Trp53 belong to the same complementation group, and suggest that the pre-
TCR may be upstream of Trp53, as has been shown for the TCR. Nonetheless, using the 
Abb-/-β2m-/- mice, we show that antigen-dependent TCR signaling does not collaborate with 
the SCL-LMO1 oncogenes, suggesting that pre-TCR signaling may involve additional 
molecular pathways.  
 
Activating Notch1 mutations are frequent occurrence in T-ALL and have been shown to 
confer transplantability of SCL-LMO1-induced leukemias (46). Here, we find activating 
Notch1 mutations in Cd3ε+/+ but not Cd3ε-/- leukemias, suggesting that Notch1 mutations 
are selected for in pre-TCR-proficient cells exclusively. We therefore infer that activating 
Notch1 mutations and the pre-TCR operate within the same genetic pathway that 
collaborates with the SCL-LMO1 oncogenes. The pTα gene is a direct NOTCH target (47) 
and the pre-TCR is essential for NOTCH3-induced leukemias (8). Together, these 
observations place the pre-TCR downstream of NOTCH in T-ALL, consistent with the 
view that pre-TCR signaling, Notch1/3 and Trp53 inactivation may belong to the same 
complementation group that collaborates with the SCL and LMO1 oncoproteins in T-ALL. 
Consistent with this, Notch1 has been shown to down-regulate Trp53 in an Arf-independent 
manner (48). SCL-LMO1/2 and Myc are considered master oncogenes in T-ALL (49) and 
previous work places Myc downstream of NOTCH1 (50-52). As a corollary, Notch1 and 
Myc mutations are mutually exclusive in large scale insertional mutagenesis screens (53) It 
will be interesting to assess whether c-Myc collaborates or not with the SCL and LMO1/2 
oncogenes. 
 
4.6.2 Target cell of transformation 
The nature of the target cells of transformation by oncoproteins remains an open question. 




initiating event must occur in a cell with extended life span to acquire additional genetic 
anomalies. Acute leukemias can be broadly classified into distinct morphological subtypes 
associated with characteristic cell surface phenotypes. It was therefore commonly held that 
the tumor phenotype reflects the identity of the cell of origin. However, the cellular 
phenotype can be modified by oncogenes. For instance, expression of BCL2 or NOTCH1/3 
is sufficient to allow for DN to DP progression in the absence of pre-TCR signaling in 
several transgenic mouse models (54,55). Similarly, the inhibition of E-proteins function in 
the thymus induces the DN to DP transition in the absence of the pre-TCR signal (56). 
Consistent with this, our observations indicate that ectopic expression of the SCL-LMO1 
oncogenes in the thymus of Rag1- or Cd3ε-deficient mice induce tumors that are DP or 
immature SP CD8+ cells, even though these thymocytes should be arrested at the DN3 
stage due to pre-TCR deficiency. The DP population is transient in the thymus and most of 
DP thymocytes are eliminated by apoptosis. Thus, even if oncogene activation can occur in 
these cells, the probability of survival and subsequent clonal evolution is limited. Our 
genetic approach indicates that the SCL-LMO1 oncogenes can transform DN3 cells or 
earlier stages. Interestingly, DN1/2 cells have a high proliferative potential in the thymus 
and may therefore represent cellular targets of transformation. Indeed, DN1/ETP 
thymocytes have a high proliferative potential with a capacity to expand 10000 fold (57) 
and therefore represent an attractive target population for oncogenic transformation. 
Collaborating events could occur in these cells or at later stages when the pre-TCR is 
active. In support for this hypothesis, expression of the intra-cellular domain of NOTCH1 
in bone marrow cells has been shown to induce monoclonal tumors characterized by a 
unique TCR-beta chain and diverse TCR-alpha chains, suggesting that transformation 





4.7 Figure  
Figure 4.1. Tumor incidence is specifically delayed in the absence of pre-TCR signaling.  
A) Kaplan-Meier curves of the time to leukemia for SCLtgLMO1tg, Cd3ε+/- SCLtgLMO1tg 
and Cd3ε-/- SCLtgLMO1tg mice. A drop in the line represents the sacrifice or death of an 
animal diagnosed at necropsy with malignant thymic lymphoma. B) Survival curves of 
SCLtgLMO1tg, Rag1-/-SCLtgLMO1tg and Abb-/-B2m-/-SCLtgLMO1tg mice as assessed in 
Figure 4.1A. C) Survival analysis. The median survival and the percentage survival at 175 








Figure 4.2. Oligoclonal origin of SCL-LMO1 tumors. 
A) Representative SKY image of SCLtgLMO1tg mouse tumors. B-C) Representative GTG-
banding image of SCLtgLMO1tg mouse tumors. D) Oligoclonal T cell expansion detected by 
PCR analysis of Tcrb gene rearrangements. Genomic DNA was amplified by PCR with 
primers for specific variability segments of Tcrb. Shown is the Vβ5 and Vβ8 germline 
configuration (tail) as well as rearrangements in genomic DNA from wild type thymus, 7 








Table 4.1. Activating Notch1 mutations in SCL-LMO1 T-ALL is dependent on Cd3 gene 
status.  
Sequencing of Notch1 gene in the PEST and the heterodimerisation domains of 








Figure 4.3 mRNA expression levels of Notch1 target genes in SCL-LMO1 T-ALL  
Quantitative RT-PCR were performed for the indicated genes in Cd3ε+/+SCLtgLMO1tg 
(n=8) and Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg (n=8) tumors and normalised to Hprt. Relative mRNA 
expression levels are presented as boxplots delimited by the lower and upper 25 percentiles 
of the distribution. The lines inside the boxplots represent the medians and those outside 









Figure 4.S1. Cd3ε gene haploinsufficiency.  
A) Cd3ε mRNA level was investigated by quantitative RT-PCR. Graphs represent Ct 
values normalized for cDNA amounts using S16 Ct value as reference (i.e. ΔCt values). 
The averages and standard deviations of duplicate determinations are shown and are 
representative of three experiments. B) CD3ε protein levels were investigated by Western 
blot of whole cell extracts prepared from total thymi or DN purified subsets from wild type, 
Cd3ε+/- and Cd3ε -/- mice as indicated. After stripping, the blot was hybridized with the anti-
PTP1D antibody as loading control and signal quantification was performed using the 
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The SCL (Stem cell leukemia) and LMO1/2 (LIM only protein) oncogenes, which are 
frequently activated in T cell leukemia (T-ALL), block T cell differentiation. Furthermore, 
elevated SCL gene expression in childhood T-ALL correlates with deletion of INK4A/ARF. 
To investigate pathways involved in SCL and LMO1 dependent leukemogenesis, we 
analysed gene expression in preleukemic cells from SCLtgLMO1tg mice. Unbiased 
bioinformatic analysis shows decreased cell cycle genes, a gene signature consistent with 
senescence, activation of RB and P53 pathways as well as inhibition of E2F pathway. 
Cellular analysis reveals reduced proliferation and cell cycle entry, as well as the presence 
of several senescence markers in SCLtgLMO1tg thymocytes, such as senescence associated 
β-galactosidase activity, increased number and size of PML bodies and increased reactive 
oxygen species. Furthermore, our genetic approach shows that loss of senescence effectors, 
Trp53, Ink4a or Arf collaborates with SCL and LMO1 to induce leukemia. Together, these 
results demonstrate that SCL and LMO1 oncogenes induce cellular stress leading to 








Oncogene activation and tumor suppressor inactivation are essential cooperating events for 
transformation of normal cells. In response to oncogenic activation, normal cells induce 
genetically encoded programs that prevent deregulated proliferation, and therefore protect 
multicellular organisms from cancer progression, such as apoptosis and senescence. 
Oncogene-induced senescence such as the one triggered by overexpression of Ras and Raf 
is believed to act as a barrier for tumorigenesis both in mouse and human tissues (reviewed 
in (1)). The mechanism of oncogene-induced senescence involves the p16INK4A-
retinoblastoma protein and the ARF–p53 tumor suppressor pathways.  
 
The SCL (SCL) gene encodes a class II tissue specific basic helix-loop-helix (bHLH) 
transcription factor and is frequently activated by chromosomal rearrangements in 
childhood T-cell acute lymphoblastic leukemia (2). In addition, SCL gene expression is 
abnormally high in 40-60% of childhood T-ALL lacking rearrangement at the SCL locus 
(3,4). While SCL function is essential to specify hematopoietic precursors during 
development (reviewed by (2,5,6), to drive terminal erythroid and megakaryocytic 
differentiation in adult (7,8), SCL expression has to be down-regulated for proper lymphoid 
differentiation (9-11). Similarly to SCL, LMO1/2 proteins are frequently involved in 
childhood T cell leukemogenesis (12,13). LMO1 or LMO2 cooperate with SCL to induce T-
ALL in transgenic mice (14,15) and are often co-expressed in human T-ALL (16), 
suggesting that SCL and LMO1/2 belong to independent complementation groups. 
Nonetheless, the overexpression of SCL and LMO1/2 is not sufficient per se to induce 
leukemia in transgenic mice, as evidenced by a variable latency before the leukemia onset. 
In human patients, more than 90% of SCL-positive T-ALL show mutation in the Cdkn2a 




explain the long latency of tumor induction by SCL and LMO1, their functional role are 
still not well understood.  
 
In the present study, we report that the SCL and LMO1 oncogenes are inducers of 
senescence at the preleukemic stage, and that bypass of this regulatory mechanism is 





5.4 Experimental procedures  
Cell lines, cell culture and mice 
We used the previously described A(5)3SCL (SCLtg) and lck-LMO1 (LMO1tg) transgenic 
mouse lines (14,17). Both mouse lines were backcrossed onto a C57BL6/J background for 
more than 12 generations. Cd3ε–/– mice (C57Bl6/J) were kindly provided by Dr. B. 
Malissen (Centre d'Immunologie INSERM-CNRS de Marseille-Luminy, Marseille, 
France). Trp53-/- mice (C57Bl6/J) were from Jackson laboratory, Cdkn1a+/- mice 
(C57BL6/J-129S1/SvImJ) from Jackson laboratory were backcrossed for more than eight 
generations. E2f1-/- mice (C57BL/6;129S4/SvJae) from Jackson laboratory were 
backcrossed onto a C57BL6/J background for more than seven generations. Ink4a/Arf-/- 
(C57BL6/J) and Arf-/- (C57BL6/J) were purchased from National Cancer Institute at 
Frederick. Animals were maintained under pathogen free conditions according to 
institutional animal care and use guidelines.  
 
FACS analysis 
All antibodies used for flow cytometry analysis were from Pharmingen (BD Biosciences, 
Mississauga, ON), we used anti-CD44 (IM7), anti-CD25 (PC61.5), anti-CD4 (RM4-4), 
anti-CD8 (53-6.7) and anti-Thy1.2 (30-H12). Single cell suspensions and immunostaining 
were performed as previously described (11) and dead cells were excluded using propidium 
iodide. Cell cycle analysis was done by incubating thymocytes for 15 min at 37ºC in 
DMEM supplemented with 2% FCS, 1mM HEPES pH7.4 and 10 µg/mL of Hoechst 33342 
(Molecular Probes, Burlington, ON). 1 μg/mL Pyronin Y (Sigma-Aldrich, Oakville, ON) 
was then added for an additional 30 min at 37ºC with agitation each 15 minutes. Cells were 
then washed in PBS supplemented with 2% FCS and stained with cell surface markers as 
described above. For BrdU labelling and staining, thymocytes were isolated two hours after 
intraperitoneal injection of 1.5 mg of BrdU in mice and stained for cell surface markers. 




Biosciences, Mississauga, ON) and DNA was stained with 1 μM 4′6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich, Oakville, ON) prior to FACS analysis. For Ki67 
intracellular labelling, thymocytes were first labelled with antibodies for cell surface 
markers followed by fixation and permeabilisation using BD CytoPerm/CytoFix kit 
solutions (BD Biosciences, Mississauga, ON). Cells were then labelled for 3 hours at room 
temperature with anti-Ki67 antibody (BD Biosciences, Mississauga, ON) followed by anti-
mouse FITC conjugated secondary antibody. For ROS detection, thymocytes were 
incubated with 2 μM DCF-DA (Molecular Probes, Burlington, ON) for 15 min at 37ºC, 
then washed with PBS and stained for cell surface markers. As positive control, thymocytes 
were subjected to 800cG γ-irradiation. Mitochondrial membrane potential was assessed by 
Rhodamine 123 staining, briefly, thymocytes were labelled with 10 μg/ml of Rhodamine 
123 (Molecular Probes, Burlington, ON) for 20 min at 37ºC, then unbound Rhodamine 123 
was washed out by incubation in IMDM + 10% FCS for 20 min at 37ºC. Thymocytes were 
then stained for cell surface markers. All FACS analyses were performed on a LSRII 
cytometer (BD Biosciences). RNA and DNA content was visualised on linear scale.  
 
Microscopy 
For PML body labelling, thymocytes were rinsed twice in 1× PBS (pH 7.4), fixed in 4% 
paraformaldehyde for 10 min at room temperature, washed, blocked, and permeabilized 
with blocking buffer (10% FBS and 0.1% Tween 20 in 1× PBS [pH 7.4]) as described 
previously (18). Fixed and permeabilized cells were incubated with mouse anti-PML 
antibody (clone 36.1-104, Upstate Cell signaling solutions) in blocking buffer for two 
hours at room temperature. After incubation with primary antibodies, the cells were washed 
three times in 1× PBS (pH 7.4) and incubated with FITC-conjugated donkey anti-mouse 
Ab (Jackson ImmunoResearch Laboratories) for 45 min at room temperature. The 
coverslips were then washed three times in 1× PBS (pH 7.4), mounted in Vectashield with 




microscope LSM 510 META (Zeiss), with a 100× objective, further magnified by a zoom 
of 2. No crosstalk was observed between channels.  
 
Cellular senescence associated β-galactosidase (SA-β-gal) activity was measured as 
previously described (19). Briefly, frozen thymic sections were washed twice in PBS, fixed 
for 5 minutes in 4% paraformaldehyde in PBS, washed three times in PBS, and incubated 
in SA-β-gal staining solution (40 mM citric acid/phosphate [pH 6.0], 5 mM potassium 
ferrocyanide, 5 mM potassium ferricyanide, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 1 mg/mL of 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-X-galactosidase) for 16 hours at 37°C. SA-β-gal staining were 
visualised under an Axio Imager microscope (Zeiss). 
 
RNA preparation, microarray and real-time RT-PCR analysis 
Total RNAs were prepared from thymocytes of 3 week-old mice using RNeasy extraction 
kit (Qiagen, Mississauga, ON). Global RNA amplification and hybridization to the 
Affymetrix gene expression array (mouse, MOE430A) was performed by the Ottawa 
Genome Center (Ottawa, ON) using standard Affymetrix protocols. The hybridized 
GeneChips were scanned, and the raw image files analyzed using Affymetrix Microarray 
Suite 5.0's empirical algorithm to generate numeric average difference values and 
qualitative absent/marginal/present call values. The resulting processed data were further 
examined using Microsoft Excel and R softwares. Negative and low average difference 
values produced by the empirical algorithm were arbitrarily reassigned threshold values of 
50 for purposes of calculating fold changes. The average fold change value used to 
compare the Cd3ε−/− SCL LMO data against the Cd3ε-/- data was calculated as ratios of the 
means of the replicates. Distribution analysis was performed using R software. (p value 
corrected for the false discovery rate). First strand cDNA synthesis and specific PCR was 
performed as described (11). Primer sequences used for specific mRNA amplification are 
available upon request. For real-time quantitative PCR, we used SYBR Green PCR Master 




City, CA). Quantitative gene expression analysis was performed by realtime PCR on 




Differentially expressed genes between Cd3ε-/- and Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg thymocytes 
samples were determined using a linear model and the empirical Bayes method previously 
described (20). The Limma software package for the R computing environment was used 
for both normalization and comparison of probe signals (Limma is part of the Bioconductor 
project at www.bioconductor.org). Gene Ontology (GO) terms and Kegg pathways 
associated with differentially expressed genes were then analyzed and classified according 
to fold enrichment compared to the whole genome. Differential expression of selected 
genes was confirmed by Q-PCR as described above.  
 
Statistical methods for deriving prognostic groups based on gene expression profiles  
39 human T-ALL samples from the public database provided by Ferrando et al. were 
analyzed with Survival forest method (21-23) to predict survival times from both global 
patterns of gene expression from Affymetrix HU6800 microarray and RT-PCR expression 
of single genes. Survival forest is an extension of the well known random forest method to 
survival data; it consists of averaging over an ensemble of bootstrapped trees grown from 
the gene expression profiles to predict individual survival times as opposed to population 
survival times. Multidimensional scaling (24) of these data allowed the identification of 







To identify the molecular pathways targeted by SCL-LMO1 oncogenes, we first 
investigated global gene expression in thymocytes overexpressing or not SCL and LMO1 
transgenes at the preleukemic stage, i.e. three weeks after birth. To circumvent cellular 
heterogeneity within the thymus, these transgenic mice were crossed with C57Bl6/J-Cd3ε-
deficient mice. Indeed, in the absence of CD3ε, thymocytes are arrested at the DN3 stage 
due to an abrogation of pre-TCR as well as TCR signalling (25) and the thymus is 
homogeneously composed of more than 95% of DN3 thymocytes (Supplemental Figure 
5.S1A). Importantly, even if the TCR and pre-TCR signalling are abrogated, Cd3ε-/-
SCLtgLMO1tg mice still develop leukemia (Supplemental Figure 5.S1B). Global gene 
expression was assessed by the Affymetrix technology using thymocyte RNA obtained 
from three Cd3ε-/- SCLtgLMO1tg mice or their normal Cd3ε-/-counterparts. Genes were 
considered to be affected by the oncogenes when the p values were lower than 0.01. A 
large majority of them were down-regulated, whereas only 31% were upregulated (Data not 
hown). This dataset was analysed to identify new pathways affected by SCL and LMO1 as 
detailed underneath.  
 
5.5.1 The SCL and LMO1 oncogenes repress a subset of TRP53, RB and 
E2F regulated genes in thymocytes.  
We reasoned that not all pathways relevant to thymocyte differentiation could be identified 
by this approach. In silico screening was therefore used to build lists of genes regulated by 
transcription factors important for thymocyte differentiation such as TRP53 (P53), RB1, 
E2F1, MYC, GATA3 as well as NFKB. These genes were identified by several groups in 
experiments that combined global chromatin immunoprecipitation of crosslinked protein-
DNA complex with DNA microarray analyses, as well as gene expression data following 




genes found in published reviews were included (Table 5.S1). Our microarray data were 
systematically compared to these compiled lists of target genes to find an over-
representation for specific targets genes. The enrichment analysis compares the fraction of 
genes regulated by a certain transcription factor from the affected dataset to that on the 
whole chip. The dataset of genes affected by SCL and LMO1 showed an over-
representation of 10 fold for E2F1-regulated genes, of 16 fold for RB-regulated genes as 
well as of 12 fold for p53-regulated genes (Figure 5.1A), suggesting that SCL and LMO1 
transgene expression specifically affect these pathways. Genes that have been shown to be 
upregulated and downregulated by these transcription factors (E2F1, RB1 and P53) were 
then analysed separately. Contrary to positive target genes that do not show significant 
enrichment, RB and p53 downregulated target genes are overrepresented in the dataset 
affected by SCL and LMO1 by 20-fold or 16 fold, respectively (Figure 5.1A). 
Overexpression of SCL and LMO1 in DN3 thymocytes is therefore associated with altered 
expression of target genes of P53, E2F1 as well as RB1.  
 
To determine if SCL-LMO1 overexpression is associated with activation or inactivation of 
E2F, RB and P53 pathways, we looked at the relative expression of their targets in presence 
of SCL–LMO1. The continuous lines in Figure 5.1B to D represents the distribution of all 
genes based on their relative expression levels calculated as log2 fold change between 
Cd3ε-/- SCLtgLMO1tg thymocytes and their non transgenic counterparts. Superimposed to 
this is the distribution of the relative expression levels of E2F1, RB1 and P53 targets genes 
(Figure 5.1B-D, respectively and Figure 5.S2B-D). Any shift in the histogram as compared 
to the distribution of all genes is indicative of a significant change of gene expression level. 
If SCL and LMO1 do not preferentially affect these genes, the two distributions should in 
principle be superimposed. In contrast, if SCL and LMO1 cause an activation of 
transcription of the genes subset, the distribution of these genes should be shifted to the 
right, as compared to the distribution of all genes, whereas a left shift would suggest that 




a subset of genes regulated by E2F transcription factors is downregulated in presence of 
SCL and LMO1. Consistent with the fact that RB regulates E2F proteins (reviewed in (26)), 
the distribution of genes downregulated by RB differed from the parental distribution and 
was shifted to the left (Figure 5.1C). In agreement with our enrichment analysis, the 
distribution of genes upregulated by RB was unaffected by SCL and LMO1 (Figure 5.S2B). 
These result therefore point to an inhibition of E2F transcriptional pathway as well as an 
activation of RB transcriptional pathway. Moreover, the distribution of genes regulated by 
both E2F and RB was shifted to the left (Figure 5.S2C), consistent with a downregulation 
of these genes and the possibility that the RB pathway activation could consequently inhibit 
the E2F pathway. The distribution of genes downregulated by P53 transcription factor 
(Figure 5.1D) was shifted to the left whereas genes upregulated by P53 seemed unaffected 
in the presence of SCL and LMO1 (Figure 5.S2D). mRNA expression levels of selected 
E2F1, RB1 and P53 regulated genes were then confirmed by real-time quantitative PCR 
(Figure 5.1E). There was an overall concordance between microarray and Q-PCR data for 
the 17 genes tested (Figure 5.1E). Together, our results showed that subsets of P53-, E2F1- 
as well as RB1-target genes were significantly downregulated in preleukemic SCL-LMO1tg 
thymocytes and therefore support the view that gene expression pattern of preleukemic 
SCL-LMO1tg thymocytes is characterized by an activation of P53 and RB pathways and an 
inhibition of E2F pathway. 
 
5.5.2 The gene expression pattern in preleukemic SCLtg LMO1tg 
thymocytes correlates with a senescence gene signature. 
To gain insights in the cellular pathways affected by SCL and LMO1 overexpression, we 
took advantage of the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathways (27) 
as well as of the Gene Ontology (GO) terms which have been annotated for the Affymetrix 
MOE430A microarray. The Fisher test was used to measure the overrepresentation of child 




expressed in Cd3ε-/- versus Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg thymocytes. The Benjamini-Hochberg 
correction was applied to correct p-values for multiple testing (28). Genes presenting a 
significant difference in expression were further classified according to their fold 
enrichment in the list as compared to the whole genome. Cell cycle, DNA replication as 
well as regulation of cell cycle progression were in the top ranking GO terms (Figure 
5.S3A). The Goeman’s global test (29) was also applied to determine whether the global 
expression pattern of a group of genes or a pathway was significantly affected by SCL and 
LMO1 expression. The Goeman’s global test gives one p-value for a pathway and adjusted 
p-values in multiple testing of many pathways, as well as z-scores for measuring the impact 
of individual genes on the test results. The global test results for the top three GO terms 
with the adjusted p-values (FWER adjusted p < 0.01) revealed that cell cycle, DNA 
replication as well as regulation of cell cycle progression are the most significant group of 
genes, whereas the top KEGG pathway is cell cycle (Figure 5.S3A). Furthermore, the 
reduced expression level of these genes was confirmed by Q-PCR with an overall 
concordance between microarray and Q-PCR data (Figure 5.S3B). Unbiased bioinformatic 
and statistical analyses therefore revealed a decreased expression of cell cycle and DNA 
replication-related genes in preleukemic thymocytes overexpressing SCL and LMO1, 
suggesting reduced cellular proliferation. 
 
Proliferation arrest is a feature of senescent phenotype induced by oncogenes (review in 
(30)). Lists of upregulated and downregulated genes upon senescence induction were 
established by in silico screening of DNA microarray datasets (Table 5.S2) and compared 
to our microarray dataset, using the same distribution analysis as in Figure 5.1. The 
distribution of genes reported to be associated with senescence were compared to the 
distribution of all genes, based on their relative expression levels calculated as log2 fold 
change between Cd3ε-/- SCLtgLMO1tg thymocytes and their non transgenic counterparts. 
The distribution of genes downregulated upon senescence significantly differed from the 




distribution of genes upregulated upon senescence did not significantly differ from the 
parental distribution and therefore was not preferentially affected by the presence of SCL 
and LMO1 (Figure 5.2B). The Table S2 presents the p values of this type of analysis for all 
the lists of genes associated with senescence taken from different independent studies done 
in different cellular settings. We found that gene expression distributions of 10 lists out of 
17 were significantly affected by the expression of SCL and LMO1. Together, these results 
support the view that gene expression pattern in preleukemic SCL-LMO1tg thymocytes is 
reminiscent of a gene signature associated with senescence.  
 
5.5.3 Preleukemic thymocytes overexpressing SCL and LMO1 show 
reduced proliferation.  
Cell cycle and proliferation of SCL-LMO1tg thymocytes were then investigated at the 
cellular level to validate gene expression analysis. First, the proportion of thymocytes 
entering into the cell cycle was assessed by bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation 
assay. Cd3ε-/- SCLtgLMO1tg DN3 thymocytes exhibited reduced incorporation of BrdU as 
compared to Cd3ε-/- control thymocytes (Figure 5.3A), consistent with a reduction in 
expression of DNA replication associated genes (Figure 5.S2A). In addition, co-staining of 
BrdU and DNA content revealed a significant reduction in the percentage of Cd3ε-/- 
SCLtgLMO1tg DN3 thymocytes entering the S phase, concomitant with an increase in the 
percentage of cells in the G0-G1 phase (Figures 5.3B-C). Further delineation of the G0 and 
G1 phases using Hoechst 33342 DNA staining and Pyronin Y RNA staining showed an 
increase in the percentage of cells in G0 in Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg thymocytes as compared to 
Cd3ε-/- control thymocytes (Figures 5.3D-E). These results were further confirmed by 
intracellular staining for the proliferation marker Ki67 combined with DAPI DNA staining 
(Figures 5.3F-G). These results therefore demonstrate that overexpression of SCL and 





5.5.4 Increased expression of cell cycle inhibitors in SCL-LMO1 
expressing preleukemic thymocytes. 
Cell cycle is controlled in part by E2F, RB as well as p53 pathways which are affected in 
preleukemic thymocytes overexpressing SCL and LMO1 (Figure 5.1). We therefore 
assessed whether SCL and LMO1 affect the expression levels of cell cycle regulators. 
Using qRT-PCR, we measured the expression levels of CDK inhibitors genes, i.e. Cdkn1 
and Cdkn2, p53, E2f as well as Rb transcription factors family members (Figure 5.S3C). In 
DN3 thymocytes, we observed that Cdkn1b (p27), Cdkn1c (p57), Cdkn2b (p15), Cdkn2d 
(p19), Trp73 and E2f3b mRNA expression levels were significantly increased in the 
presence of SCL and LMO1 and to a smaller extent, Trp53 and Rbl2. In contrast, Cdkn1a, 
Trp63 and more modestly E2f1 were reproducibly decreased respectively to 50%, 20% and 
80% of control. Except for Cdkn1a, which is a known negative transcriptional target of 
SCL (31), increased mRNA expression of cell cycle checkpoint protein Trp73 (p73) and 
cell cycle inhibitors (p27, p57, p15, p19) as well as reduced mRNA expression of Trp63 
(p63) and E2f1 are consistent with the signature of a reduced cell cycle entry.  
 
5.5.5 SCL and LMO1 induce senescence markers in preleukemic 
thymocytes. 
The detailed analysis of cell cycle progression of preleukemic thymocytes was indicative of 
cell cycle arrest (Figure 5.3), a possible sign of imminent apoptosis or senescence. To 
distinguish between these two possibilities and evaluate apoptosis, we first performed in 
situ TUNEL assay on thymus sections. This analysis did not reveal a significant difference 
in the number of TUNEL+ thymocytes in Cd3ε-/- or Cd3ε-/- SCLtgLMO1tg mice (Figure 
5.S4A) indicating that SCL and LMO1 expression did not induce apoptosis in DN3 
thymocytes. Second, we investigated senescence associated markers as senescence-
associated β-galactosidase (SA-β−gal) which was one of the first markers found to be 




senescence (32,33) that is induced in RAS mediated senescence (34,35). An increased SA-
β-gal activity was specifically detected in Cd3ε-/- SCLtgLMO1tg thymic sections as 
compared to Cd3ε-/- controls (Figure 5.4A). Similarly, confocal analysis of PML 
fluorescent staining revealed that both size and numbers of PML bodies were increased in 
Cd3ε-/- SCLtgLMO1tg thymocytes as compared to Cd3ε-/- controls (Figure 5.4B). These 
results are reminiscent of a senescent phenotype of Cd3ε-/- SCLtgLMO1tg thymocytes. 
 
The amount of reactive oxygen species (ROS) were then investigated since oxidative stress 
has been linked to cellular senescence (36-40). The quantification of ROS by flow 
cytometry analysis using DCF-DA (Dichlorofluorescein-diacetate) revealed an increased 
ROS level in transgenic thymocytes as compared to Cd3ε-/- thymocytes (Figure 5.4C). 
Moreover, the mitochondria functionality was assessed through Rhodamine 123 uptake 
since reactive oxygen species production is dependent on mitochondria function and 
activity (41). Compared to Cd3ε-/- thymocytes, Cd3ε-/- SCLtgLMO1tg thymocytes displayed 
a reduction in Rhodamine 123 staining indicating an alteration in mitochondrial membrane 
potential (Figure 5.4D). These results therefore reveal that SCL and LMO1 oncogenes 
cause a cellular stress, which is characteristic of a senescence-like phenotype in thymocytes 
at the preleukemic stage. 
5.5.6 Data mining of gene expression profiles in T-ALL reveals 
association of INK4A/ARF deletion with SCL+ patients.  
Cellular senescence is controlled by several tumor suppressor genes. The most relevant of 
these encode the P53 and RB proteins, which are essential for cells to establish and 
maintain the senescence growth arrest induced by a variety of stimuli (42). Both the RB and 
P53 pathways were activated by SCL-LMO1, promoting a premature senescence-like 
phenotype in preleukemic thymocytes. The Cdkn2a loci encodes three different genes: Arf, 




pathways. Analysis of the public database of DNA microarray gene expression of 39 
human T-ALL samples (4) using Survival Forest method (21-23) and multidimensional 
scaling (24) have permitted to identify different prognostic groups of patients. As shown in 
Figure 5.5, representation of the individual survival curves in a geometric space by 
multidimensional scaling revealed three major prognostic groups (HOX11+, LYL1+ and 
SCL+). Moreover, 26 of the 39 T-ALL samples exhibit homozygous deletions of the 
INK4A/ARF locus. Strikingly, whereas only 1/3 MLL-ENL+ and 1/7 LYL1+ samples 
present this deletion, 24 clustered with the SCL+ and HOX11+ groups (Table 5.S4). The 
frequency of INK4A/ARF deletions distinguishes the upper groups from the lower groups 
and suggests that the molecular pathways of transformation by SCL and HOX11 interact 
with INK4A/ARF deletion, while those involving LYL1 and MLL-ENL differ and show only 
infrequent interaction with INK4A/ARF deletion. 
 
5.5.7 Bypass of senescence accelerates SCL-LMO1-dependent leukemia.  
The presence of INK4A/ARF deletion in almost all SCL+ cases lead to the investigation of 
Ink4a/Arf deletion effect on leukemogenesis induced by the SCL and LMO1 oncogenes. 
The genetic interaction between Ink4a, Arf or Trp53(p53) and the SCL and LMO1 
oncogenes were therefore examined by crossing SCLtgLMO1tg mice with Cdkn2a-/-(Arf-/-), 
Cdkn2a-/-(Ink4a-/-/Arf-/-) or Trp53-/- mice. Survival curves were established and the median 
survival was determined (Figures 5.6A-B). Except for Trp53-/- mice, which developed 
leukemia with 100% penetrance and a median survival of 167 days, both Arf-/- and Ink4a-/-
/Arf-/- mice show a low penetrance and a long latency for leukemia appearance. 
SCLtgLMO1tg mouse model developed acute leukemia with a median survival of 138 days 
and 100% penetrance (Figure 5.5B). In this context, deletion of both alleles of either Trp53, 
Arf or Ink4a/Arf significantly accelerated leukemia onset induced by the SCL-LMO1 
transgenes. Moreover, loss of only one allele of these genes significantly accelerated the 




(Figure 5.6B and Table 5.S3). A similar leukemic phenotype of CD8 ISP and/or immature 
DP was observed for all genotypes (Figure 5.5C). This genetic approach demonstrates that 
inactivation of senescence regulators Trp53(p53), Cdkn2a (Arf) or Cdkn2a (Ink4a) 
accelerates SCL-LMO1-dependent leukemia, but more importantly suggests that bypass of 






Using cellular, genetic and genomic approaches, we identify SCL and LMO1 oncogenes as 
inducers of senescence and we reveal that bypassing this senescence stage favours 
leukemogenesis. Our results illustrate that cellular senescence is a part of the cellular 
response to misexpression of SCL and LMO1 oncogenes in the thymus. This 
overexpression was associated with several molecular features of cellular senescence 
including elevated acidic-β-gal activity, increased expression of the cell cycle inhibitors, 
increase in PML body formation as well as induction of cellular stress. Importantly, we 
observed that loss of senescence effectors such as Trp53 (p53) and Cdkn2a (Ink4a or Arf) 
collaborate with SCL and LMO1 to induce leukemia in mice.  
 
5.6.1 Senescence response to oncogenic activation 
Cellular senescence is controlled by several tumor suppressor genes. The most relevant of 
these encode the p53 and RB family proteins, which are essential for cells to establish and 
maintain the senescence growth arrest induced by a variety of stimuli (42). Our results 
show that senescence phenotype induced by SCL and LMO1 oncogenes is associated with 
an induction of Trp73 (p73), a reduction in Trp63 (p63) as well as in a smaller proportion 
in Trp53 (p53) expression mRNA levels. Consistent with this, heterozygous mice for p63 
present an accelerated aging associated with senescence induction (46), whereas 
overexpression of p73 has been shown to cause cell cycle arrest (47). Interestingly, 
contrary to p73 and p53 which are known tumor suppressor, p63 has oncogenic properties 
and is found either amplified or overexpressed in cancer (48-53). The transcriptional 
specificity of these p53 family members is not well established and are thought to act 
mainly on the same target genes, which could explain the differential expression of P53 
downregulated genes in presence of SCL and LMO1. The RB family of proteins is 




kinase inhibitors (CDKI) such as CDKN2B (p15) and CDKN2A (p16). We found that 
SCL-LMO1 induced senescence is associated with increased expression of CDKI such as 
Cdkn2b (p15), Cdkn1b (p27) as well as Cdkn1c (p57). Consistent with this, overexpression 
of either p27, p57 or p15 genes induces senescence in different cellular models (54,55). It 
also has been suggested that the integrity of the PML NBs is required for the induction of 
senescence as a result of oncogenic stress. Our results show that SCL and LMO1 cause an 
increase of PML body numbers and size. PML interact with many nuclear proteins such as 
P53 (56,57), hypophosphorylated form of RB1 (33,35,58) or HDAC (59). PML bodies 
have been implicated in chromatin reorganisation during senescence caused by cell cycle 
genes repression, most of them being targets of E2F1 and RB1 transcription factors 
(60,61). Moreover, PML protein levels are regulated by the Casein kinase II (CSNK2A) 
protein which phosphorylates and targets it for proteosomal degradation (62). Interestingly, 
SCL has been shown to collaborate with the overexpression of CSNK2A gene in 
leukemogenesis (63). Therefore, this collaboration could be explained by the necessity of 
PML to induce senescence and the possibility that overexpression of CSNK2A could result 
in reduced PML expression and bypass of the senescence mechanism.  
 
5.6.2 Necessity of senescence bypass for leukemogenesis 
Overcoming the restriction that cellular senescence poses to immortalization may be a 
primary step during the transformation to malignancy (64). Primary oncogenic events, such 
as those triggered by chromosomal translocations, are generally insufficient by themselves 
to cause leukemia and require secondary cooperative mutations to fully transform cells. 
These collaborating events may be different, depending on the initiating cytogenetic event 
and targeted cell of transformation. Bypass of the senescence program due to the removal 
of one or two alleles of Trp53 or Cdkn2a (Ink4a and/or Arf) would facilitate the 
immortalisation of leukemic clones and the acceleration of leukemia onset. Hence almost 




homozygous or heterozygous deletion of Cdkn2a (Ink4a/Arf) locus and thus represent 
necessary second hits in T-ALL (4). Moreover, deletion of the Cdkn2a gene or retroviral 
integration activating the expression of Bmi1 gene have been among the leukemia that 
developed from X-SCID patients treated with retroviral therapy and possessing an 
activating integration in the LMO2 locus (65). These two mutations are mutually exclusive 
and thus could act in the same pathway i.e. bypass of senescence. Together, these 
observations indicate that ablation of CDK inhibitors, i.e. p16Ink4a/p19Arf may be essential 
for SCL-initiated leukemogenesis and therefore that senescence control by these inhibitors 
is an important barrier against cell transformation in the T lineage. Together, these results 
open new avenues of investigation and in particular, it will be of great interest to determine 





5.7 Figure legends 
Figure 5.1.  SCL and LMO1 oncogenes repress of a subset of E2F1, RB1 and TRP53 target 
genes.  
A) Enrichment analysis of target genes of E2F1, RB1 as well as TRP53 overrepresented 
among the genes significantly affected (p value<0.01) between Cd3ε-/- thymocytes 
expressing or not SCL and LMO1 when compared to the whole chip. Shown are either total 
regulated (black), upregulated (white) as well as downregulated (grey) genes by the 
indicated transcription factors. B) Distribution of genes regulated by E2F1 (black bar) 
superimposed to the distribution of all the genes found on affymetrix chip (black line) 
based on their log2 ratio between Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg thymocytes and Cd3ε-/- control 
thymocytes. pvalue represents the difference in the distribution of specified genes list when 
compared to total microarray genes distribution. C) Distribution of genes downregulated by 
RB1 transcription factor in presence of SCL and LMO1 as in B. D) Effect of SCL and 
LMO1 overexpression on genes regulated by TRP53. Shown is the distribution of genes 
downregulated by TRP53 as in B. E) Q-PCR were performed on selected genes regulated 
by E2F1, RB1 and/or TRP53. Microarray data and quantitative RT-PCR are shown as a 
ratio of Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg over Cd3ε-/- thymocytes normalised on Hprt and represent the 









Figure 5.2. The overexpression of SCL and LMO1 is associated with a signature of cellular 
senescence. 
A-B) SCL and LMO1 causes a gene expression pattern associated with senescence. Shown 
is the distribution of compiled genes downregulated (A) or upregulated (B) in cell induced 
in senescence (black bar) superimposed to the distribution of all the genes found on 
affymetrix chip (black line) based on their log2 ratio between SCL and LMO1 expressing 
thymocyte and control. C-F) Heatmap of differentially expressed genes with a p value<0.01 
from list of genes regulated by E2F1 (C), downregulated by RB1 (D), downregulated by 









Figure 5.3. Decreased DNA replication and cell cycle initiation in the presence of SCL and 
LMO1 in thymocytes.  
A-C) BrdU pulsed DN3 thymocytes were analyzed by flow cytometry for BrdU 
incorporation in DNA using a FITC-conjugated anti-BrdU antibody alone (A) or in 
combination with DAPI staining (B-C). Representative histograms are shown for Cd3ε-/- 
and Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg DN3 thymocytes. The percentages shown are the mean ± SEM of 
BrdU+ thymocytes from three experiments (p value = 0.02). B) The cell cycle status was 
assessed by in situ BrdU incorporation pulse as in A. DNA content was assessed by DAPI. 
Representative contour plots with mean percentage ± SEM of 3 experiments for cells in G1 
and S/G2/M phase are shown (B), together with box plots of distribution in G1 (left panel) 
and SG2M phase (right panel) with the medians and extreme values of the two distributions 
(C). D-G) Thymi were collected from Cd3ε-/- and Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg mice and the DN3 
thymocytes were analysed for cell cycle using Hoechst 33342 combined with pyroninY (D-
E) and KI67 with DAPI (F-G). Representative contour plots with mean ± SEM are shown 








Figure 5.4. Senescence markers in SCLtgLMO1tg preleukemic thymocytes.  
A) Cryostat sections of preleukemic thymi from Cd3ε-/- and Cd3ε-/- SCLtgLMO1tg mice were 
stained for SA-β-gal. Images shown are representative of 3 independent experiments. B) 
PML localisation in Cd3ε-/- and Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg thymocytes. Cells were stained by 
immunofluorescence using anti-PML antibody and an FITC-conjugated secondary 
antibody as well as DAPI to highlight the nucleus. Images were obtained by confocal 
immunofluorescence microscopy and representative of 5 independent experiments. C) 
Reactive oxygen species (ROS) were assessed by DCF-DA staining and flow cytometry. 
D) The mitochondrial membrane potential was measured by Rhodamine 123 staining in 









Figure 5.5. Correlation between INK4A/ARF locus status and prognostic T-ALL patient 
groups. 
Deletion status of INK4A/ARF locus by two dimensional dot plot of T-ALL patient samples 
based on survival and gene expression profile. High similarities between survival curve as 
predicted by Survival Forest analysis correspond to small distances and clustered points on 
the plot and conversely. The plot shows three major prognostic groups SCL+, HOX11+ and 
LYL1+ and a minor group MLL-ENL+. INK4A/ARF locus status is shown (D=homozygous 









Figure 5.6. Genetic interactions between Trp53, Arf or Ink4A-Arf and the SCL and LMO1 
oncogenes in leukemogenesis.  
Kaplan-Meier curves of the time of onset to leukemia of transgenic mice SCL-LMO1 in 
absence of either one or two allele of cell cycle regulators such as Arf  (A), Ink4a/Arf  (B) 
or Trp53 (C). A drop in the line represents the sacrifice or death of an animal diagnosed at 
necropsy with malignant thymic lymphoma. D) Immunostaining of representative 









Table 5.S1. List of genes regulated by E2F1, RB1, TRP53.   
Distribution analysis of compiled lists of genes upregulated or downregulated by specified 
transcription factors based on their expression levels between Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg 
thymocyte and control (Cd3ε-/-). P values represent the difference in the distribution of 









Table 5.S2 The gene expression pattern in preleukemic SCLtg LMO1tg thymocytes 
correlates with a senescence gene signature. 
Distribution analysis of compiled lists of genes upregulated or downregulated in 
senescence-induced cells based on their expression levels between Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg 
thymocyte and control (Cd3ε-/-). P values represent the difference in the distribution of 









Figure 5.S1. Phenotype of preleukemic and leukemic Cd3ε-/- SCLtgLMO1tg thymi.  
A) Preleukemic thymocytes from wild type, Cd3ε-/- and Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg mice were 
stained with antibodies against CD25, CD44, CD4, CD8 and Thy1.2 and analyzed by flow 
cytometry. B) Box plot of the time of onset to leukemia of transgenic mice SCL-LMO1 in 
absence or presence of Cd3ε based on sacrifice or death of an animal diagnosed at necropsy 









Figure 5.S2. SCL and LMO1 overexpression in thymocytes affects specific pathway.  
A) Enrichment analysis of target genes of E2F, RB, TRP53, GATA, NFKB or MYC 
overrepresented among the genes significantly affected when compared to the whole chip. 
B-D) Distribution of genes regulated by genes (black bar) upregulated by RB1 (B), 
downregulated by RB1 and upregulated by E2F1 (C) or upregulated by TRP53 (D) 
superimposed to the distribution of all the genes found on affymetrix chip (black line) 
based on their log2 ratio between Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg thymocytes and Cd3ε-/- control 
thymocytes. P value represents the difference in the distribution of specified genes list 









Figure 5.S3.  SCL and LMO1 overexpression in thymocytes lead to a repression of genes 
associated with the cell cycle and increase in cell cycle inhibitors.  
A) Gene Ontology (GO) terms and Kegg pathway analysis of differentially expressed 
genes between Cd3ε-/- and Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg thymocytes. GO terms were ranked by fold 
enrichments and p-values. Fold enrichment represents the ratio of the frequency of a GO 
term in the list of differentially expressed genes over its frequency in the whole genome. B) 
Q-PCR were performed on selected genes associated with DNA replication and cell cycle 
regulation from Figure 5.S2A to validate cDNA array results. Microarray data and 
quantitative RT-PCR are shown as a ratio of Cd3ε-/- over Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg thymocytes 
normalised to Hprt and represent the mean ± standard deviation of three independent RNA 
samples. C) Cell cycle regulatory genes expression was measured by quantitative RT-PCR. 
mRNA levels of the indicated genes represent ratio of Cd3ε-/- SCLtg LMO1tg over Cd3ε-/- 
control thymocytes normalised to Hprt as an internal control and represent the mean ± SD 








Figure 5.S4. SCL and LMO1 do not affect apoptosis in preleukemic thymus. 
TUNEL assay of cryostat of Cd3ε-/- and Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg. Histological sections of 
preleukemic thymus were analyzed by the TUNEL reaction and apoptotic cells are shown 









Table 5.S3. Survival analysis of SCLtgLMO1tg mice in specified background.  
Time of onset to leukemia of transgenic mice SCL-LMO1 in absence of either one or two 
allele of cell cycle regulators such as Trp53, Arf or Ink4a/Arf. The number of days 
corresponding to median and 33% of survival is shown (p<0.0001). Cohorts of n mice were 









Table 5.S4 The 39 cases grouped by predicted survival times.  
H: HOX11+, n = 11. L: LYL1+ and the like, n = 6. T: SCL+ and the like, n = 16. HL: 
HOX11L2+, n = 3. M: MLL-ENL, n=3. Obs. surv: observed survival time (months). Progn. 
group: prognostic group derived by the survival forest method. D=homozygous deletion of 
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 6 DISCUSSION 
 
Les facteurs de transcription sont importants à l’expression spatio-temporelle des gènes. 
Leur expression aberrante modifie ces programmes génétiques pour permettre le 
développement de cancer. Le fonctionnement aberrant ou l’expression anormale de facteurs 
de transcription comme SCL et LMO1 au niveau du système hématopoïétique entraîne le 
développement de leucémies. L’étude de ces oncogènes permet d’aborder les mécanismes 
de transformation affectant les propriétés normales d’une cellule, lesquels pourraient 
s’appliquer à d’autres types de cancer. Mes recherches ont mis en lumière les voies ciblées 
par ces oncogènes et leur impact sur les propriétés cellulaires normales, ainsi que de 
nouveaux évènements collaborateurs importants pour la transformation, contribuant à la 
compréhension des mécanismes normaux de différenciation, de prolifération, de survie et 
de réponse au stress cellulaire.  
 
6.1 Différenciation thymocytaire 
6.1.1 Les protéines E, des régulateurs transcriptionnels majeurs de la 
différenciation thymocytaire 
 
L'enclenchement de programmes transcriptionnels spécifiques à la différenciation 
thymocytaire et la répression graduelle de l’expression de gènes spécifiques aux autres 
lignées est nécessaire à la spécification thymocytaire. Plusieurs facteurs de transcription 
influencent cette différenciation selon leur dose et leur stade d’expression. De plus, la 
combinaison spécifique de facteurs limite le choix de lignée par la répression active de 
voies alternatives et la promotion de l’expression de gènes requis pour la progression 
thymocytaire.  
 
Au cours de cette différenciation, l’expression des gènes E2a et Heb augmente à partir du 
stade de différenciation DN1/ETP jusqu’au stade DN4 pour diminuer au niveau de la 
progression au stade DP. Ce patron d’expression est en accord avec les niveaux 




sélection β au stade DP. Mes résultats indiquent que les facteurs de transcription E2A et 
HEB dirigent l’expression du pTα, mais aussi de plusieurs gènes dans les thymocytes en 
différenciation. Malgré leurs patrons d’expression similaires, ces gènes sont incapables de 
se compenser mutuellement pour l’expression du pTα, puisque la présence d’un seul allèle 
de E2a ou Heb n’est pas suffisant pour l’expression maximale du pTα. De plus, la perte 
d’un allèle de E2a dans le contexte des souris Heb+/- entraîne une augmentation du 
phénotype causée par l’haploinsuffisance de Heb, résultant en une augmentation dans les 
populations DN et ISP8 (84). Ces résultats révèlent l’importance de ces facteurs pour le 
développement des cellules T. Le dosage combiné de E2A et HEB contrôle les niveaux du 
pré-TCR, mais aussi de plusieurs autres gènes comme Rag1 et Rag2, nécessaires au 
réarrangement du locus du TCR et Il7ra, permettant la prolifération et la survie des 
progéniteurs thymiques et conséquemment la destinée cellulaire dans le thymus.  
 
L’importance d’une régulation fine des protéines E est mise en évidence par la présence au 
cours de la différenciation thymocytaire de différentes protéines capables de réguler leur 
activité. L’interaction entre NOTCH et DLL-1/4 dans les progéniteurs entraîne une 
expression soutenue de Notch1 et l’induction de Notch3, causant l’inhibition des voies de 
différenciation alternatives myéloïde et dendritique (34,435). De plus, le récepteur NOTCH 
coopère avec le pré-TCR et inhibe l’activité transcriptionnelle du facteur E2A pour 
permettre la prolifération des cellules DN4 (37-39). La voie de signalisation de NOTCH 
entraîne la dégradation de la protéine E2A (64), alors que le signal du pré-TCR induit 
l’expression des protéines ID2 et ID3 qui inhibent leur activité (65,79). Comme les 
protéines E sont importantes au réarrangement des chaînes du TCR, le signal du pré-TCR 
ou du TCR dont les chaînes β ou α sont respectivement réarrangées correctement empêche 
le réarrangement de la deuxième copie du TCR par exclusion allélique (82). En absence de 
signal du pré-TCR, les cellules DN3 Rag1-/-E2a-/- sont capables de passer la sélection β et 
progressent au stade DP (65). La délétion de E2a et Heb induit une augmentation de la 




prolifération avant l’expression d’un pré-TCR fonctionnel (83,84). De plus, la délétion 
simultanée de E2a et Heb au stade DP favorise le passage au stade SP indépendamment de 
la sélection positive régulée par le TCR. Comme le signal du TCR inhibe aussi l’activité 
des protéines E via l’induction des protéines ID, cette rétroaction négative permet à E2A et 
HEB de maintenir les cellules au stade DP jusqu’à la production d’un TCR αβ fonctionnel 
(85). L’activité des protéines E est donc régulée par leurs niveaux d’expression, mais aussi 
par leurs interactions avec d’autres protéines pouvant être sous le contrôle de voies de 
signalisation stade-spécifique.  
 
6.1.2 Effet transcriptionnel de SCL et LMO1 : Répression des gènes 
cibles des protéines E 
 
L’expression aberrante de SCL et LMO1/2 dans le thymus cause un blocage de la 
différenciation des thymocytes entre les stades DN et DP (88,152). Nos résultats indiquent 
que celui-ci est dû à une altération de l’activité normale des facteurs de transcription E2A 
et HEB. De plus, le blocage de la différenciation par SCL et LMO1 n’étant pas exacerbé par 
la perte d’un allèle de E2a ou de Heb, ceci suggère que ces protéines agissent dans la même 
voie génétique au niveau de la différenciation. D’autre part, mes résultats montrent que la 
surexpression de SCL et LMO1 cause une répression de l’expression de gènes cibles activés 
normalement par les protéines E, autant qu’une activation de gènes cibles normalement 
réprimés par celles-ci.  
 
Les facteurs de transcription agissent en combinaison pour activer ou réprimer l’expression 
de groupes de gènes spécifiques. L’interaction de ces protéines en complexe permet une 
régulation spatio-temporelle fine des gènes cibles déterminant le choix de lignage. Les 
protéines E étant exprimées dans les progéniteurs et dans différentes lignées 
hématopoïétiques, selon la combinaison de cofacteurs exprimés, la différenciation se 




de SCL, LMO2, LDB1 et les protéines GATA1 ou 2 avec les protéines E favorise la 
différenciation érythroïde (Revue par (436)). Des niveaux élevés d’activité E2A permettent 
la différenciation en cellules B, alors que des hétérodimères E2A et HEB semblent 
nécessaires à l’établissement de la lignée T. Les progéniteurs entrant dans le thymus 
possèdent une plasticité permettant la différenciation dans des voies de différenciation 
alternative. Cette plasticité dépend d’une compétition entre facteurs. Plusieurs facteurs tels 
que Gata3, Myb, Runx1, E2a et Heb, sont déjà exprimés dans les progéniteurs DN1/ETP et 
leur expression augmente avec la différenciation jusqu’au stade DN3 où les cellules 
deviennent commises à la lignée T, alors que l’expression d’autres facteurs comme Scl et 
Lmo2 diminue avec la différenciation. SCL fonctionne dans des complexes multifactoriels 
dont la variation en composition permet une flexibilité et une spécification dans la 
régulation de programmes d’expression génique lignée-spécifique. La surexpression de 
SCL dans la moelle osseuse favorise la différenciation érythroïde (437), alors que la 
délétion conditionnelle de Scl chez la souris adulte empêche la différenciation érythroïdes 
et mégacaryocytaires, n’affectant pas la lignée myéloïde et lymphoïde (188,189). Il est 
donc possible que dans un contexte normal, Scl et Lmo2 possèdent un rôle au niveau de la 
détermination de lignage en réprimant l’activité de facteurs de transcription important à la 
spécification T comme les protéines E2A et HEB. 
 
De plus, nos données ont permis d’identifier de nouvelles cibles de E2A et HEB, comme 
les facteurs de transcription Hhex et Lyl1 dont l’expression aberrante dans le thymus cause 
un blocage de la différenciation thymocytaire (197,363). Ces gènes possèdent un patron 
d’expression opposé à celui des protéines E et similaire à celui de Scl, étant réprimé 
normalement au cours de la différenciation (139,362). L’inhibition de l’activité des 
protéines E par SCL favorise l’expression de ces gènes. Hhex est nécessaire à la lignée 
myéloïde alors que Lyl1 possède une fonction au niveau des cellules souches 
hématopoïétiques et de la lignée lymphoïde B (360,438). De plus, LYL1 est capable de 




gène CD4 tout comme SCL (88,197). Ces gènes pourraient donc être impliqués en aval de 
Scl et Lmo2 dans la détermination de lignage dans le thymus, leur régulation à la baisse 
étant nécessaire à la différenciation dans la lignée T.   
 
6.1.3 Mécanisme moléculaire d’action de SCL sur l’activité 
transcriptionnelle de E2A et HEB 
 
La protéine SCL est un facteur de transcription important pour la différenciation des 
cellules hématopoïétiques. Son expression est restreinte aux cellules souches, aux 
progéniteurs des différentes lignées, ainsi qu’aux lignées mégacaryocytaire et érythroïde. 
La fonction d’activation transcriptionnelle de SCL dépend de sa capacité à former de larges 
complexes multiprotéiques sur l’ADN. Ces complexes sont composés minimalement des 
protéines E2A et/ou HEB, GATA1/2/3, LDB1 et LMO1/2 (163,167). Selon le contexte, le 
recrutement de différents cofacteurs permet une activation ou une répression 
transcriptionnelle. SCL interagit avec les coactivateurs P300 et PCAF ou les corépresseurs 
SIN3A, HDAC et ETO2 pour réguler la transcription (171-173). Dans la lignée érythroïde, 
SCL interagit en complexe avec plusieurs protéines. Par exemple, ETO2 qui recrute des 
modificateurs de la chromatine fait partie du complexe SCL via une interaction avec les 
protéines E2A et HEB. Des changements dans la stœchiométrie de la protéine ETO2 à 
l’intérieur du complexe SCL permet l’activation ou la répression transcriptionnelle (59). 
Des protéines de modification de la chromatine de type histone-acétyl-transférase HAT 
(TRRAP et BRD1) ou de type histone désacétylase HDAC (HDAC1 et HDAC2) ont été 
retrouvées associées avec le complexe SCL. Le complexe régule l’expression de gènes 
érythrocytaires tels que Gpa et P4.2 et sa composition change au cours de la 
différenciation. Les protéines associées à l’activation transcriptionnelle sont retrouvées 
abondamment dans les cellules érythroides différenciées, tandis que les protéines associées 
avec une répression transcriptionnelle (HDAC) sont majoritaires dans les cellules non 





Dans la lignée lymphoïde, l’expression aberrante de SCL conjuguée à l’absence de 
partenaires appropriés inhibe l’activité des protéines E2A et HEB causant un arrêt de la 
différenciation thymocytaire. De plus, SCL interagit génétiquement avec LMO1 pour 
réprimer l’activité des facteurs de transcription E2A et/ou HEB dans les souris 
transgéniques, causant un arrêt de différenciation associée avec une inhibition des gènes 
Cd4 et pTα dans les thymocytes (mes données) (88). Alors que le mécanisme d’action de 
SCL en tant qu’activateur transcriptionnel dans la lignée érythroïde est bien caractérisé, le 
mécanisme par lequel SCL réprime la transcription dans la lignée lymphoïde est encore mal 
défini. Les protéines E, dont E2A, sont généralement considérées comme des activateurs de 
la transcription, bien qu’elles possèdent aussi des cibles de répression dans le thymus. Cette 
fonction dépend de l’interaction de leur domaine de transactivation (AD1) avec les 
complexes SAGA (55) et P300/PCAF, des acétylateurs d’histones associés à l’activation 
génique (56,57). Bien que SCL puisse séquestrer E2A ou HEB en dehors de l’ADN cible 
par un mode d’action similaire aux protéines ID, j’ai montré que SCL s’associe avec E2A 
et/ou HEB sur l’ADN, suggérant que SCL agit via un mécanisme actif d’inhibition. SCL 
pourrait donc agir en empêchant la formation de complexes transcriptionnels requis pour 
l’activité de l’enhancer du pTα, ou alternativement en recrutant des cofacteurs qui 
répriment directement la transcription. Le fait que SCL entraîne aussi une activation 
transcriptionnelle de certaines cibles normalement réprimés de E2A indique que la fonction 
de SCL n’est pas seulement de recruter des corépresseurs. Dans ce cas, il pourrait recruter 
des coactivateurs ou plus probablement empêcher le recrutement de corépresseurs par E2A 
et HEB.  
 
Pour étudier la répression transcriptionnelle au niveau moléculaire, nous avons généré des 
chimères de la protéine SCL. La fusion de la protéine SCL avec le domaine d’activation de 
VP16 permet de transformer SCL en superactivateur comme montré sur un gène rapporteur 




ce domaine est incapable de contrer l’activité répressive de SCL dans le contexte de 
l’enhancer du pTα dans les cellules T (Figure A.1B). Tout comme le domaine d’activation 
de E2A, le domaine superactivateur de VP16 interagit avec le complexe multiprotéique 
SAGA impliqué dans l’acétylation des histones et le recrutement de complexe de 
remodelage de la chromatine (ex : SWI/SNF) (439). Ainsi, la perturbation de la fonction de 
E2A observée en présence de SCL ne semble pas venir d’une incapacité à interagir avec les 
composantes du complexe SAGA, puisque le recrutement de coactivateurs par VP16 ne 
permet pas de contrer cette répression.  
 
Nous avons aussi généré des chimères entre SCL et HEB afin de cartographier le domaine 
de répression de SCL. L’échange du domaine bHLH ou du HLH de SCL par celui de HEB 
neutralise l’activité répresseur de SCL sur l’activité de l’enhancer du pTα (Figure A.1B). 
La délétion du domaine basique de SCL ou son remplacement par celui de HEB n’affecte 
pas son activité répressive. Ensemble, ces résultats indiquent que la fonction de répression 
de la transcription provient du domaine HLH de SCL. Comme SCL et les protéines E 
occupent l’enhancer du pTα et plusieurs autres cibles des protéines E in situ, nos résultats 
indiquent que le domaine HLH de SCL représente un motif d’interaction protéique qui 
interfère avec la capacité de recrutement des protéines E liées à leur ADN cible. Cette 
capacité répressive du domaine HLH de SCL est indépendante des coactivateurs recrutés 
par VP16 ou de corépresseurs recrutés par le domaine de transactivation de E2A ou HEB. 
L’étude des complexes protéiques interagissant avec SCL sur les séquences régulatrices des 
gènes cibles dans la lignée lymphoïde pourrait permettre de comprendre un peu mieux le 
mécanisme d’action de SCL. 
 
Bien que la régulation du pTα soit un bon modèle pour l’action de SCL sur les gènes cibles 
activés par E2A, la régulation transcriptionnelle des gènes cibles normalement réprimés par 
E2A reste être à explorer. Le modèle d’action de SCL identifié sur le pTα devra aussi être 





6.2 Collaboration génétique dans les leucémies de type T-ALL 
Le cancer est une maladie multigénique impliquant des oncogènes, des gènes suppresseurs 
de tumeurs ainsi que des voies de signalisation. L’étude de la leucémie a permis de 
comprendre une partie des événements amenant à la transformation. Ainsi 70% des 
translocations chromosomiques récurrentes dans les leucémies T-ALL impliquent des 
facteurs de transcription oncogéniques, suggérant que la transformation cellulaire modifie 
les programmes d’expression génique normaux au niveau moléculaire  
6.2.1 Les protéines E, des suppresseurs de tumeurs 
 
La transformation nécessite une inactivation de la fonction de gènes suppresseurs de 
tumeurs qui agissent en tant que gardiens de l’intégrité du matériel génétique 
(« caretaker ») ou de la progression dans le cycle cellulaire (« gatekeeper »). L’inactivation 
de ces gènes se produits généralement suite à des mutations, des délétions chromosomiques 
ou des changements épigénétiques. Par contre, leur fonction peut être modifiée par 
l’expression aberrante de protéines régulatrices.  
 
La perte de fonction de E2a ou Heb chez la souris entraîne le développement de leucémie 
des cellules T suggérant un rôle en tant que gène suppresseur de tumeur pour ces 2 
protéines (70,77). De plus, plusieurs oncogènes semblent cibler la fonction antitumorale 
des protéines E dans le thymus. Tout comme SCL, la surexpression des protéines ID1 
induit le développement de leucémies chez la souris (235). Alors que SCL réprime 
l’activité des protéines E via un mécanisme dépendant d’une association à l’ADN, tel que 
montré par ChIP, les protéines ID inhibent la fonction des protéines E via un mécanisme de 
titration en dehors de l’ADN dû à leur incapacité de s’associer à l’ADN. De plus, d’autres 
protéines de la famille bHLH capables d’interagir avec les protéines E ont été retrouvées 




BHLHB1 pourraient aussi agir via la répression de l’activité transcriptionnelle des 
protéines E. Bien que l’expression ectopique des protéines SCL et LMO1 dans le thymus 
semble suffisante à la répression de l’activité des protéines E2A et HEB sur la 
différenciation au stade préleucémique, au stade leucémique, la perte d’un allèle des gènes 
E2a ou Heb collabore avec la surexpression des oncogènes SCL et LMO1. Cette 
haploinsuffisance de E2a ou Heb dans l’induction des leucémies dépendantes de SCL et 
LMO1 suggère un gradient d’activité des protéines E, un niveau plus élevé est nécessaire 
dans l’activité de suppression tumorale, alors qu’un seuil plus faible est suffisant pour la 
différenciation thymocytaire.  
 
Un autre proto-oncogène associé avec les leucémies T-ALL est la protéine NOTCH1. Ainsi 
des mutations activatrices de NOTCH1 ont été retrouvées dans la majorité des leucémies 
humaines de type T-ALL (247) et la surexpression de NOTCH1 ou NOTCH3 dans le 
thymus induit des leucémies chez la souris (244,246). NOTCH inhibe l’activité de E2A, 
probablement en déstabilisant la protéine (38,39,64,440). Celle-ci est dépendante de 
l’interaction de E2A avec les protéines ubiquitine ligase CHIP et SKP2 causant son 
ubiquitination et sa dégradation par le protéasome. La présence de mutations activatrices de 
NOTCH1 dans des leucémies associées avec des translocations impliquant les facteurs 
bHLH tels que SCL, BHLHB1, TAL2 et LYL1 renforce l’idée que l’inhibition de l’activité 
antitumorale des protéines E doit dépasser un certain seuil et pourrait nécessiter l’action de 
plus d’un évènement oncogénique.  
 
Tout comme la voie de signalisation de NOTCH1, la voie du pré-TCR est importante à la 
transformation lymphoïde. Or, cette voie de signalisation cause aussi une inhibition de 
l’activité des protéines E. L’activation du signal du pré-TCR induit une cascade de 
phosphorylation de la voie RAS/MAPK causant l’induction de la protéine ID3 (79). 
L’association de la protéine ID3 avec les protéines E empêche leur liaison à leur gène cible 




oncogénique de cette voie de signalisation passe en partie par une inhibition de l’activité 
suppresseur de tumeurs des protéines E. 
 
De plus, bien que E2A ne soit pas muté dans les leucémies T-ALL, le gène E2A est 
impliqué dans des translocations chromosomiques à l’origine de leucémies 
lymphoblastiques aigües des cellules B (B-ALL) (441-443). Ces translocations entraînent 
la fusion du domaine de transactivation de E2A avec le domaine de liaison à l’ADN et de 
dimérisation des protéines HLF (« hepatic leukemia factor »), PBX1 (« preB cell leukemic 
homeobox1 ») ou FBI (444) produisant de nouveaux facteurs de transcription (441,445-
449). Leur rôle oncogénique a été montré par des modèles de souris transgéniques (450-
456) qui développent des leucémies des cellules T (450,451,454,457). De plus, la protéine 
HEB a été retrouvée dans une translocation récurrente dans des chondrosarcomes myxoïdes 
extrasquelettiques, menant à la fusion du domaine de transactivation en N-terminal de HEB 
à la protéine entière TEC (458). Bien que les domaines de HLF, PBX1, FBI ou TEC soient 
importants dans la fonction oncogénique des protéines de fusion, ceci suggère que la perte 
d’un allèle de E2a contribuerait également à la leucémie. Finalement, l’inactivation 
fonctionnelle ou génétique de E2A et HEB suggère que ces gènes ont une activité 
suppresseur de tumeur.  
 
Dans les leucémies T-ALL, les protéines E pourraient être inhibées par leur 
hétérodimérisation avec des oncoprotéines de la famille bHLH comme SCL, LYL1, TAL2 
et BHLHB1 et/ou par des voies de signalisation spécifiques aux cellules T comme la voie 
du pré-TCR et de NOTCH1. Dans les leucémies de type B-ALL, le locus de E2A est une 
cible récurrente de translocations chromosomiques possiblement causant une 
haploinsuffisance de son activité. Cette convergence d’inactivation des protéines E dans les 
leucémies lymphoïdes suggère que les protéines E possèdent une fonction de suppresseur 





6.2.2 Interaction protéique entre SCL et LMO1/2 
Les protéines SCL et LMO1/2 sont impliquées dans le développement de la leucémie 
lymphoblastique aiguë (T-ALL). Tout comme SCL qui est surexprimé dans 60% des cas 
chez l’enfant et 45% chez l’adulte, les gènes LMO1 ou LMO2 sont surexprimés dans 45% 
des cas. LYL1 et BHLHB1 sont aussi retrouvés constitutivement surexprimés dans un sous-
groupe de leucémie T-ALL (127,195). LYL1, BHLHB1 et SCL possède 90% d’identité de 
séquences dans leur motif bHLH. Or, la majorité de ces patients leucémiques possèdent à la 
fois une activation de SCL, LYL1 ou BHLHB1 et LMO1 ou LMO2 (401). Alors que la 
surexpression de SCL ou LMO1/2 dans le thymus est, respectivement, incapable d’entraîner 
le développement de leucémies (141-144) ou suite à une longue latence (124,209-212), le 
développement de la leucémie est significativement accéléré par la surexpression de SCL 
avec LMO1/2 (88,147,149-152). Cette accélération du développement de la leucémie 
montre la présence de collaboration entre les oncogènes SCL et LMO1/2. Une collaboration 
entre BHLHB1 et LMO1 existe aussi dans l’induction de la leucémie chez la souris (459). 
 
SCL interagit directement avec les protéines LMO1/2. De plus, ces deux protéines font 
partie d’un complexe transcriptionnel dans la lignée érythroïde. Cette interaction est 
essentielle à l’activité transcriptionnelle activatrice de ce complexe. En effet, en absence 
d’un des membres du complexe, celui-ci est inactif ce qui permet une régulation fine de 
l’expression de leurs gènes cibles. De plus, les protéines LMO1/2 sont hautement instables 
et dégradées par le protéasome (358). Leur interaction avec la protéine SCL les protège 
d’une dégradation et augmente leur stabilité. Autant une augmentation de la stabilité que de 
l’activité transcriptionnelle des protéines LMO1/2 par l’interaction avec SCL pourrait 
expliquer la nécessité d’une activation concomitante des oncogènes LMO1/2 avec les 
protéines bHLH comme SCL, LYL1 et BHLHB1 dans la leucémogénèse.  
 
La cartographie de la surface d’interaction entre les protéines SCL et LMO1/2 a permis 




créer un mutant d’interaction (M13) qui s’hétérodimérise toujours avec E2A, mais est 
incapable d’interagir avec les protéines LMO1/2 et donc de les stabiliser ((358) et Figure 
A.2D). J’ai surexprimé ce mutant d’interaction ou la protéine SCL sauvage dans le thymus 
sous le contrôle du promoteur du gène CD2. Le croisement de ces souris transgéniques 
(M13tg ou SCLtg) avec des souris LMO1tg m’a permis de montrer que l’interaction entre 
SCL et LMO1 est nécessaire à l’induction de leucémie. Alors que les souris SCLtgLMO1tg 
développent des leucémies avec une incidence moyenne de 170 jours, les souris 
M13tgLMO1tg présentent une augmentation importante de la latence à 329 jours (Figure 
A.2A). Cette différence n’est pas due à une différence dans le niveau d’expression de SCL 
ou du mutant M13 (Figure A.2B). L’interaction directe entre les protéines SCL et LMO1 
est donc importante pour le développement de leucémies T-ALL. 
 
Ce mutant est toujours capable d’inhiber l’activité de E2A dans le contexte de l’enhancer 
du pTα (Figure A.2E) suggérant que l’inhibition de l’activité des protéines E par SCL seul 
est insuffisante à la leucémogénèse. De plus, ceci indique que les propriétés oncogéniques 
de SCL et LMO1 reposent soit sur le fait qu’ils agissent ensemble sur les même gènes 
cibles ou encore que leur interaction est nécessaire pour permettre l’expression de niveaux 
suffisants de LMO1/2. La coexpression de SCL avec la protéine LMO1 permettrait sa 
stabilisation et donc son expression soutenue expliquant l’effet collaborateur de SCL et 
LMO1 au niveau biochimique. L’identification de molécules capables d’inhiber cette 
interaction ou ciblant l’instabilité de LMO1/2 pourrait représenter une voie intéressante 
pour le traitement des leucémies T-ALL surexprimant SCL mais aussi possiblement LYL1 
et BHLHB1 puisque l’interaction entre SCL et LMO1 se fait via le domaine bHLH.  
 
6.2.3 La signalisation du pré-TCR  
Plusieurs évènements oncogéniques sont nécessaires à la transformation et au 
développement du cancer dont l’incidence augmente avec l’âge. Bien que la leucémie T-




enfants de 2 à 6 ans (460). Or, cette étape du développement de l’enfant correspond à une 
période d’expansion du thymus durant laquelle le pré-TCR est particulièrement actif.  
 
La signalisation du pré-TCR est impliquée dans la transformation de certains modèles de 
leucémies T-ALL chez la souris (244,246,372). En absence du pré-TCR, il y a une 
réduction dramatique de l’incidence et de la pénétrance de la leucémie induite par  
NOTCH3 (461). Ces observations suggèrent deux possibilités, soit que le pré-TCR 
représente un évènement collaborateur  ou que le pré-TCR est en aval de Notch3.  
 
Nos résultats indiquent une collaboration spécifique du pré-TCR et non du TCR avec les 
oncogènes SCL et LMO1 dans la leucémogénèse. Ces deux récepteurs utilisent une chaîne 
β réarrangée du TCR. Cependant, le complexe du pré-TCR contient la chaîne invariable 
pTα, alors que le complexe du TCR comprend la chaîne TCRα réarrangée. L’étude de leur 
spécificité au cours de la différenciation thymocytaire a permis de montrer que le pTα 
possède un avantage par rapport au TCRα pour la sélection β. Celle-ci vient d’un motif 
riche en proline dans la queue cytoplasmique du pTα qui est nécessaire à la fonction du 
pré-TCR (462). De plus, contrairement au TCR, le domaine extracellulaire du pTα possède 
la capacité de former des oligomères spontanément en absence de ligand (463). Cette 
capacité d’autoengagement produit un signal de survie et de prolifération de manière 
autonome, ce qui peut être considéré comme dangereux pour la cellule.  
 
6.2.4 Notch1  
 
Des mutations somatiques activatrices de NOTCH1 ont été retrouvées dans plus de 50% 
des patients leucémiques de type T-ALL (240,241) et dans 80% des leucémies SCL-
LMO1/2 chez la souris (390). Ces mutations causent un décalage dans le cadre de lecture 
ou détruisent un domaine PEST entrainant la stabilisation de la protéine NOTCH1 et une 




dans le domaine PEST de NOTCH1 dans les leucémies induites par SCL et LMO1 où le 
pré-TCR est actif et leur absence dans les leucémies déficientes en pré-TCR. Ceci est 
consistant avec l’effet d’une absence du pré-TCR sur les leucémies induites par NOTCH3 
causant un délai de 6 mois dans leur induction et une diminution de la pénétrance de 100% 
à 30-45% (372). Cette collaboration entre le pré-TCR et SCL-LMO1 accélère le moment 
d’apparition de la maladie et augmente la pénétrance. En absence d’un pré-TCR 
fonctionnel, les mutations de Notch1 ne sont pas sélectionnées ou ces cellules ne sont pas 
permissives aux mutations.  
 
La voie de NOTCH est nécessaire à la différenciation thymocytaire (Revue par (464)). 
Celle-ci est initiée au stade ETP et augmente avec la maturation jusqu’au stade DN3. À ce 
stade, les cellules qui reçoivent des signaux provenant du pré-TCR et de NOTCH1 
prolifèrent rapidement, alors que les cellules ne recevant qu’un des deux signaux meurent. 
Suite à la β-sélection, l’expression de Notch1 diminue alors que les cellules arrêtent de 
proliférer pour réarranger les gènes du TCRα (465). L’absence de développement de 
leucémies par NOTCH3 dans les souris déficientes en pré-TCR (244,372) suggère que le 
pré-TCR est important pour le maintien de la croissance cellulaire dans les leucémies. De 
plus, l’activation même transitoire du pré-TCR permet à NOTCH3 d’induire une leucémie 
dans les souris déficientes pour le pré-TCR (461). L’expression continue de NOTCH1 dans 
les cellules leucémiques pourrait servir à bloquer la différenciation et à permettre la survie 
des cellules qui devraient généralement être éliminées. Une hyperactivation de NOTCH1 
pourrait contourner l’activité inhibitrice des oncogènes SCL-LMO1 sur E2A et HEB pour 
rétablir l’expression de déterminants importants de la destinée des cellules T, par exemple 
l’expression du pTα. L’enhancer du pTα qui contient un site pour la protéine CSL, un 
effecteur positif de la voie de NOTCH, est régulé par la voie de NOTCH1 (391). 
L’expression d’un pré-TCR fonctionnel collabore ensuite avec SCL-LMO1 pour la 





Des mutations de Notch1 ont été retrouvées dans la majorité des fonds génétiques 
susceptible de développer des leucémies T-ALL (Revue par (466)). La capacité de 
NOTCH1 à collaborer avec plusieurs autres perturbations génétiques impliquées dans les 
T-ALL suggèrent que NOTCH possède des effets sur les progéniteurs des cellules T qui ne 
sont pas reproduits par l’activation des autres gènes ou voies. La voie de Notch semble 
donc avoir un rôle complémentaire ou secondaire aux différents oncogènes dans le 
développement de la leucémie. Les translocations chromosomiques à l’origine des 
leucémies chez l’homme proviennent généralement d’un réarrangement anormal des Ig ou 
du TCR par les enzymes recombinase RAG1 et RAG2 (129,130).  Malgré leur expression 
dans les compartiments lymphoïdes B et T, les translocations impliquant SCL et/ou 
LMO1/2 ne sont associées qu’avec des leucémies T. De plus, les mutations de NOTCH1 
sont absentes des leucémies B-ALL et peu fréquentes dans les leucémies AML (467). 
Comme la majorité des cancers et plus spécifiquement les leucémies aigües sont 
spécifiques à une lignée, certaines mutations doivent renforcer les mécanismes de lignage 
qui sont détruit par l’activation des oncogènes. L’activation de la voie Notch pourrait donc 
être nécessaire à cette spécification. 
 
Au cours de l’hématopoïèse, la signalisation par NOTCH exerce un rôle majeur dans la 
survie, la prolifération et la différenciation. Au niveau de la cellule souche 
hématopoïétique, NOTCH favorise l'autorenouvellement aux dépens de la différenciation, 
tandis qu'il oriente la différenciation du précurseur lymphoïde vers la lignée T aux dépens 
de la lignée B. Une cible importante de NOTCH est le gène Cdkn1a/p21, un régulateur 
négatif de la prolifération, qui semble avoir un rôle au niveau de l’autorenouvellement des 
cellules souches leucémiques (468). L’expression des oncogènes PML-RARA ou AML1-
ETO entraine l’induction de dommages à l’ADN et l’activation d’une réponse cellulaire 
dépendante de Cdkn1a associée avec un arrêt de la prolifération. Ainsi les cellules souches 
leucémiques déficientes en Cdkn1a montrent une diminution de leur capacité 




d’une augmentation de la capacité d’autorenouvellement des cellules leucémiques via 
l’induction de Cdkn1a. 
 
Contrairement à la majorité des tumeurs solides, les leucémies de type T-ALL présentent 
une absence de mutation dans le gène TRP53 (469). Cette absence pourrait être expliquée 
par le fait que la majorité des leucémies de type T-ALL possèdent une mutation activatrice 
de Notch1. Or, NOTCH agit en amont de TRP53 en supprimant son activité (392,470). Une 
autre explication peut venir du fait que le signal du pré-TCR qui est important à l’induction 
de la leucémie inhibe l’activité de TRP53, rendant son inactivation non-nécessaire. Ceci 
pourrait aussi impliquer que le signal du pré-TCR possède une activité anti-sénescence. 
Des résultats préliminaires de croisements génétiques indiquent que la perte d’un ou deux 
allèles de Arf ou d’un allèle Ink4a/Arf accélère la leucémie induite par SCL et LMO1 en 
absence de Cd3ε (Figure A.3). Alors qu’aucune souris Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg âgées de 115 
jours n’ont succombé au développement de leucémie, trois des 6 souris Arf-/-Cd3ε-/-
SCLtgLMO1tg, une des trois souris Arf+/-Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg et une des trois souris 
Ink4a/Arf+/-Cd3ε-/-SCLtgLMO1tg développent la maladie. Cette accélération de la 
leucémogénèse suggère que la perte d’expression de gènes régulateurs de la sénescence 
comme Ink4a et/ou Arf puisse remplacer un pré-TCR fonctionnel pour l’induction de la 
leucémie en collaboration avec SCL et LMO1. Il est donc possible que le signal du pré-
TCR empêche l’induction de la sénescence par les oncogènes SCL et LMO1, expliquant 
son effet collaborateur. 
 
6.3 Réponse cellulaire des cellules préleucémiques à 
l’activation oncogénique 





Le développement de cancer nécessite un nombre élevé de génération et un potentiel 
réplicatif infini pour son maintien. Une barrière à son développement vient donc de la 
limite du nombre de division cellulaire causant l’entrée en apoptose ou la sénescence. Le 
contournement de la restriction que pose la sénescence à l’immortalisation pourrait donc 
correspondre à une étape précoce durant le processus de transformation (434). Les 
évènements oncogéniques primaires, comme ceux causés par des translocations 
chromosomiques sont généralement insuffisants en eux-mêmes pour causer l’apparition de 
leucémie et requièrent des mutations secondaires coopératives pour totalement transformer 
la cellule. Ces évènements collaborateurs peuvent être différents selon l’évènement 
cytogénétique initiateur et la cellule de transformation. Dans le cas des leucémies T-ALL 
induite par SCL et LMO1, le contournement des programmes de sénescence dû à la perte 
d’un ou deux allèles de Trp53 ou Ink4a/Arf pourrait faciliter l’immortalisation des clones 
leucémiques et accélérer le développement de la leucémie. La majorité des tumeurs 
leucémiques humaines de type T-ALL associées avec une activation de SCL présente une 
délétion homozygote ou hétérozygote du locus CDKN2A codant pour les protéines 
INK4A/P16 et ARF. Cette délétion pourrait donc représenter un deuxième évènement 
nécessaire aux leucémies T-ALL (127). De plus, les leucémies qui se sont développées 
dans les patients X-SCID traités par thérapie rétrovirale et possédant une intégration dans le 
locus LMO2 ont soit une délétion du gène CDKN2A ou une intégration activant 
l’expression du gène BMI1 (206). Comme BMI1 régule l’expression de Cdkn2a et que ces 
deux mutations sont mutuellement exclusives, elles pourraient agir dans la même voie en 
permettant un contournement de la sénescence. La perte des inhibiteurs des CDK comme 
INK4A et ARF correspond à une étape essentielle pour la leucémogénèse induite par les 
protéines SCL et LMO1. Le contrôle de la sénescence par ces inhibiteurs pourrait 
représenter une barrière contre la transformation cellulaire dans la lignée T.  
 
Les espèces oxygénées réactives (ROS) qui sont générées par la chaîne respiratoire 
mitochondriale ont été associées avec l’induction de cancer en induisant des dommages à 




est activée par une augmentation des niveaux de ROS (472-474). Or, la protéine NFKB1 
est activée dans le thymus en présence de SCL-LMO1 (475). Cette augmentation de 
l’activité de la voie NFKB pourrait provenir d’un effet de SCL et LMO1 sur l’augmentation 
des niveaux de ROS.  
 
Les ROS peuvent être induits suite à une stimulation mitogénique et sont capables 
d’induire un phénotype de sénescence (476). Or, les cellules sénescentes présentent des 
niveaux plus élevés de ROS que les cellules normales (477). De plus, les protéines 
INK4A/P16 et RB1 sont capables d’induire un stress oxydatif. Il serait intéressant de 
vérifier l’effet d’une inhibition de ce stress oxydatif sur la sénescence induite par SCL et 
LMO1. La N-acétyl-cystéine (NAC) est un antioxydant capable d’abolir la sénescence 
induite par l’oncogène RAS en réduisant les niveaux de ROS (478). Le traitement des 
souris SCLtgLMO1tg avec cet inhibiteur permettra possiblement de contourner les 
mécanismes de sénescence et accélérer le développement de la leucémie. Les antioxydants 
qui sont utilisés dans la prévention du vieillissement pourraient entraîner de sérieux effets 
secondaires en facilitant le développement de cancer. 
 
6.3.2 Effets transcriptionnels de SCL et LMO1    
En plus d’affecter l’activité des protéines E, l’expression des oncogènes SCL et LMO1 dans 
le thymus affecte différentes voies transcriptionnelles dont celles régulées par TRP53 
(P53), E2F1 et RB1. Nos données d’expression génique indiquent que la surexpression de 
SCL et LMO1 entraîne une diminution de l’expression des gènes réprimés par RB1 et 
activés par E2F1. La voie de E2F/RB est régulée via une phosphorylation des protéines RB 
par les complexes CDK4/6-cyclines D. Seule la forme hypophosphorylée des protéines RB 
interagit avec les protéines E2F causant la répression des cibles trancriptionnelles de E2F 
(275,276). L’inhibition des protéines CDK4 ou CDK6 par les protéines de la famille INK4 
telles que INK4A/P15 ou INK4B/P16 bloque la phosphorylation des protéines RB par les 




résultats indiquent que les thymocytes surexprimant SCL et LMO1 au stade préleucémique 
présentent une induction des niveaux d’ARNm de Cdkn2b/p15, expliquant possiblement 
l’effet sur les cibles de RB1 et E2F1. Il serait intéressant de vérifier l’état de 
phosphorylation des protéines de la famille RB et l’effet d’une absence du gène Cdkn2b 
dans ce contexte.  
 
Une autre possibilité vient d’une interaction directe entre les protéines SCL et RB1. Un 
modèle de lignée cellulaire érythroïde a permis de montrer une interaction entre SCL et 
RB1 dans un complexe transcriptionnel composé de RB1, E2A, LMO2 et LDB1 sur la 
séquence de type boîte E du promoteur du gène Kit in vitro (359). De plus, LMO2 interagit 
avec la protéine RBP2 (« RB binding protein 2 ») in vitro dans un autre modèle de lignée 
cellulaire érythroïde (229). Tout comme Scl et Lmo2, Rb1 possède un rôle important au 
niveau de la différenciation érythroïde, puisque les souris Rb1-/- meurent in utero d’une 
absence d’érythropoïèse. Il est donc possible que ces protéines agissent ensemble pendant 
la différenciation érythroïde, suggérant la possibilité que l’effet de SCL et LMO1 sur la 
voie de RB1 passe par une interaction directe entre ces facteurs. En plus, d’un effet sur les 
gènes cibles de RB1, SCL et LMO1 affectent aussi l’expression des gènes cibles de E2F1. 
RB1 interagit directement avec les protéines E2F, il est donc possible que l’interaction 
entre SCL et RB1 interfère avec l’activité transcriptionnelle de E2F1. Des expériences 
d’interactions protéiques dans les cellules thymocytaires seront nécessaires afin de 
déterminer si une interaction directe entre les protéines SCL, LMO1 et RB1 pourraient 
expliquer l’effet transcriptionnel sur les cibles de E2F1 et RB1. 
 
Notre approche globale d’expression génique a aussi permis d’identifier une inhibition des 
gènes normalement réprimés par TRP53, ceci est consistent avec une activation de cette 
voie. De plus, la perte de fonction de Trp53 entraîne une accélération de la leucémie induite 
par SCL et LMO1. Or, le niveau d’expression de Trp53 n’est pas significativement 




niveaux d’ARNm de Trp73 (p73) et une diminution de ceux de Trp63 (p63), les deux 
autres membres de la famille TRP53. Comme ces trois gènes reconnaissent en partie les 
mêmes séquences d’ADN, il est possible que l’effet sur les gènes cibles de TRP53 passe 
par un effet de TRP73 et TRP63 (283). La majorité des gènes cibles de TRP53 réprimés en 
présence de SCL et LMO1 étant des gènes associés avec la prolifération, la réduction de 
leur expression corrèle avec la réduction du pourcentage de thymocytes en cycle. Or, la 
délétion spécifique de Trp63 dans les kératinocytes cause un arrêt de la prolifération, 
l’expression de la SA-βGal et des changements morphologiques associés avec un 
phénotype de sénescence (425). La surexpression de TRP73, quant à lui, induit une réponse 
apoptotique et un arrêt du cycle cellulaire dépendant de CDKN1A/P21 (426). Ces données 
suggèrent que TRP63 et TRP73 sont impliqués de manière opposée dans la régulation du 
cycle cellulaire, et possiblement dans l’activation d’un programme de sénescence. 
L’absence de sites de liaison de type boîte E dans les promoteurs de Trp63 et Trp73 
suggère une activation indépendante de l’activité transcriptionnelle des protéines E (479). 
Par contre, nous ne pouvons exclure la possibilité d’une régulation directe par les protéines 
SCL et LMO1.  
  
6.3.3 PML et la sénescence 
 
La protéine PML (« promyelocytic leukemia protein ») est une molécule clé pour la 
modulation des voies de suppression des tumeurs. PML est une composante essentielle des 
corps nucléaires (corps PML). L’accumulation de PML et de corps nucléaires se produit en 
réponse au stress, aux dommages à l’ADN ou encore à une signalisation oncogénique 
(116). PML régule l’apoptose, la suppression de la croissance et la sénescence et ce par le 
recrutement de partenaires dans les corps nucléaires. Le gène Pml code pour plus de 12 
isoformes différents (480-482). La surexpression de l’isoforme PML IV induit une 
sénescence  réplicative (118,413). Ceci est associé avec la répression des cibles des 




interagit spécifiquement avec les protéines TRP53 (429,430), la forme hypophosphorylée 
de RB1 (431) et les protéines HDAC (432). De plus, suite aux dommages à l’ADN, PML 
séquestre MDM2 et promouvoit l’activation de TRP53 (484). Le gène Pml est aussi une 
cible de TRP53 suggérant l’existence d’un feedback positif causant un arrêt réplicatif 
permanent (485). Nos données indiquent que la sénescence induite par SCL et LMO1 au 
stade préleucémique est associée avec une activation de la voie de TRP53 et une induction 
des corps PML. Il est donc possible que cette augmentation de Pml vienne d’une 
augmentation de l’activité de TRP53 et/ou que son recrutement au corps PML cause son 
activation.  
 
L’augmentation de l’activité de RB1 et la répression de l’expression des cibles de E2F1 
observée lors de la sénescence induite par SCL et LMO1 pourrait aussi être associée avec 
les corps PML. Ceux-ci ont été impliqués dans la réorganisation de la chromatine au cours 
de la sénescence (114,115) induisant des foci d’hétérochromatine associés avec la 
sénescence (SAHF). Cette hétérochromatinisation est associée avec une répression de 
l’expression de gènes impliqués dans la progression du cycle cellulaire (113). Plusieurs 
cibles de E2F1 acquièrent des propriétés hétérochromatiques pendant la sénescence et la 
protéine RB1 activée lie ces promoteurs. Comme RB1 colocalise aux corps PML dans les 
cellules sénescentes (117,118), il sera intéressant de regarder la localisation subcellulaire de 
PML et RB1 dans les thymocytes préleucémiques exprimant SCL et LMO1.  
 
La protéine PML est régulée par différents facteurs. La phosphorylation de PML par la 
caséine kinase II (CSKII) cause son ubiquitination et sa dégradation par le protéasome 
(433). La dégradation de PML par une activité excessive de CSKII dans les cellules 
cancéreuses empêche sa fonction homéostatique et augmente les dommages cellulaires 
(433). De façon intéressante, la surexpression de la CSKII collabore avec SCL dans 
l’induction de leucémies T-ALL chez la souris (147). Il est possible que cette activité soit 




pourrait contourner l’induction de sénescence par SCL en induisant la dégradation de PML. 
Il serait intéressant de vérifier la nécessité de PML dans l’induction de ce phénotype. Le 
croisement de souris SCLtgLMO1tg avec des souris Pml-/- devrait accélérer le 
développement de leucémie.  
 
6.3.4 La collaboration oncogénique et les groupes de complémentation.  
Les voies contrôlant la transformation cellulaire nécessitent au minimum une augmentation 
de la capacité d’autorenouvellement, une augmentation de la croissance cellulaire 
autonome et ultimement un échappement de la différenciation terminale (368). En principe, 
deux gènes ayant un effet biologique similaire qui ne collaborent pas entre eux mais qui 
collaborent avec une troisième font partie d’un même groupe de complémentation. Des 
études d’insertions rétrovirales ont permis de révéler que certaines mutations sont 
mutuellement exclusives comme C-myc et N-myc, indiquant que ces mutations ne sont pas 
sélectionnées lorsque l’autre est activée. Berns et al ont proposé la présence de 5 groupes 
de complémentation pour la leucémie : Myc, Bmi1, Pim1/2, Wnt et Fgf  (368).  
 
SCL semble représenter un oncogène prototypique de facteurs de transcription de la sous-
famille bHLH impliqués dans les leucémies T-ALL comme les gènes BHLHB1, TAL2, 
LYL1 et ID. Ces gènes inhibent les gènes suppresseurs de tumeurs correspondant aux 
protéines E. De plus, ces oncogènes de la famille bHLH tout comme Myc pourraient 
constituer un groupe de complémentation majeur dans la leucémie. La voie Notch1-pré-
TCR est cruciale à la destinée de la lignée des cellules T (486,487) et à la transformation 
des cellules T dépendante de SCL-LMO1 (390). De plus, les leucémies se développant en 
absence de signalisation du pré-TCR sont aussi indépendante de Notch1. Par contre, des 
mutations de Notch1 ont été retrouvées dans la majorité des fonds génétiques susceptible de 
développer des leucémies T-ALL. Ceci est consistent avec le fait que cette voie génétique 
correspond à un autre groupe de complémentation. BMI1 a été retrouvé activé dans des 




LMO2 (206). De plus, une des leucémies développées à partir des patients SCID et 
possédant une intégration dans les gènes LMO2 et BMI1 ne présentent pas de délétion de 
CDKN2A, allant dans le sens que ces deux types de mutations sont mutuellement 
exclusives et agissent sur la même voie possiblement celle de la sénescence. Les oncogènes 
LMO1/2 coopérent avec les oncogènes SCL et BHLHB1 chez la souris 
(88,142,152,357,459). De plus, les oncogènes LMO1/2 ont été retrouvés activés chez 
l’homme dans des leucémies positives pour SCL, LYL1, TAL2 et BHLHB1. Ces données 
sont consistantes avec le fait que LMO1/2 ferait partie d’un groupe de complémentation 
différent de SCL, BMI1 ou la perte de fonction de CDKN2A et NOTCH1/préTCR.  
 
 
Figure 6.1 Groupes de complémentation dans les leucémies T-ALL.  
Différents événements oncogéniques ont été retrouvés dans les leucémies de type T-ALL. 
Ceux-ci peuvent être classés selon leurs différentes propriétés sur la cellule et le fait qu’ils 
ne sont jamais retrouvés ensemble dans les tumeurs chez l’humain.  
 
 7 Conclusion 
En résumé, les études présentées dans cette thèse ont permis d’identifier que les oncogènes 
SCL et LMO1 perturbent la différenciation des lymphocytes T en inhibant l’activité de 
facteurs de transcription importants pour la différenciation lymphoïde, révélant la fonction 
de suppresseur de tumeur des protéines E2A et HEB. De plus, nos résultats ont montré que 
ces oncogènes induisent un stress cellulaire associé avec l’induction d’une réponse 
cellulaire de sénescence et que celle-ci représente un mécanisme devant possiblement être 
contournée pour permettre le développement de leucémie et de manière plus générale la 
transformation. Finalement, nous avons mis en évidence la présence de collaboration entre 
ces oncogènes et des voies de signalisation physiologique expliquant la spécificité 
cellulaire de transformation. Mes résultats suggèrent que le cancer découle de plusieurs 
évènements affectant des propriétés différentes de la cellule. Un défi important sera de 
comprendre l’interaction entre ces différentes voies afin de développer une thérapie ciblée 
contre les différentes propriétés affectées par ces oncogènes.  
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Figure A.1 L’activité répressive de SCL nécessite son domaine HLH et ne peut être contrée 
par le superactivateur SCL-VP16.  
A) Alignement de la région bHLH de SCL avec les protéines E. B) La répression de 
l’activité enhancer du Ptcra par SCL est médiée par son domaine HLH et ne peut être 
contrée par le domaine d’activation de VP16. La lignée de cellules T AD10.1 a été 
transfectée avec la construction de l’enhancer du Ptcra (pTα) et SCL, les chimères de SCL, 
le domaine d’activation VP16 ou le vecteur MSCV vide. Les résultats sont exprimés en 
activité luciférase relativement au promoteur TATA et représentent la moyenne ± SD de 3 
expériences indépendantes. Les activités des rapporteurs luciférase ont été normalisées à 
celles d’un contrôle interne (CMV-βgal). L’expression des chimères de SCL dans des 
cellules 293T a été analysée par immunobuvardage de type Western en utilisant des 
anticorps contre SCL et GFP, le contrôle d’efficacité de transfection. C) La protéine de 
fusion SCL-VP16 est fonctionnellement active sur un promoteur artificiel. Le rapporteur 
GAL4 (5xGAL4UAS-tk109-Luciférase) a été cotransfecté dans les cellules NIH3T3 avec 
une concentration croissante des vecteurs d’expression pour la chimère GAL4 DBD-E2A 
en présence ou en absence de SCL ou de la protéine de fusion SCL-VP16. Les résultats 
sont exprimés par rapport au niveau d’activation par-dessus l’activité du rapporteur GAL4 
seul et représentent la moyenne ± SD de 3 expériences indépendantes. D) La protéine de 
fusion SCL-VP16 agit en tant que superactivateur sur le promoteur Gpa. La construction du 
promoteur Gpa a été cotransfectée dans les cellules NIH3T3 avec le vecteur d’expression 
pour GATA1, LMO2, LDB1 et E2A en présence ou en absence de SCL ou de la protéine 
de fusion SCL-VP16. Les résultats sont exprimés par rapport au niveau d’activation par-










Figure A.2 L’interaction protéique entre SCL et LMO1 est nécessaire à la 
leucémogénèse. 
A) Courbes de survie de type Kaplan-Meier du temps d’apparition de la leucémie pour les 
souris SCLtgLMO1tg et M13tgLMO1tg. Une chute de la ligne représente le sacrifice ou la 
mort d’un animal diagnostiqué avec un lymphome thymique malin à la nécropsie.  B) 
Niveaux d’expression des protéines SCL ou SCL-M13 dans le thymus de souris au stade 
préleucémique par immunofluorescence intracellulaire en cytométrie de flux (FACS). C) 
Phénotype des lymphomes thymiques de souris SCLtgLMO1tg et M13tgLMO1tg analysés par 
cytométrie de flux (FACS) en utilisant des anticorps contre CD4, CD8 et Thy1.2. D) Les 
niveaux protéiques de LMO1 sont modulés par l’interaction avec SCL par l’inhibition de sa 
dégradation par le protéasome. Les niveaux protéiques des protéines indiquées ont été 
évalués par immunobuvardage de type Western à partir d’extraits nucléaires de cellules 
293T surexprimant LMO1 en présence ou en absence de SCL ou du mutant d’interaction 
SCL-M13 traitées ou non avec du MG132. Le vecteur MSCV-GFP a été cotransfecté pour 
un contrôle de normalisation. À noter, SCL augmente les niveaux protéiques de LMO1, 
alors que SCL-M13 en est incapable. E) L’interaction entre SCL et LMO1 n’est pas 
nécessaire à la répression de l’activité enhancer du Ptcra. La lignée de cellules T AD10.1 a 
été transfectée avec la construction de l’enhancer du Ptcra et SCL, le mutant d’interaction 
M13 ou le vecteur MSCV vide. Les résultats sont exprimés en activité luciférase 
relativement au promoteur TATA et représentent la moyenne ± SD de 3 expériences 
indépendantes. Les activités des rapporteurs luciférase ont été normalisées à celles d’un 
contrôle interne (CMV-βgal). Figure reproduite de (358) avec la permission de The 








Figure A.3 La perte de fonction des gènes Ink4a et/ou Arf accélère la leucémie induite par 
SCL et LMO1 en absence d’un pré-TCR fonctionnel.  
A) Courbes de survie de type Kaplan-Meier du temps d’apparition de la leucémie pour les 
souris SCLtgLMO1tg Cd3ε+/+ ou Cd3ε-/- en présence ou en absence d’une ou deux copie des 
gènes Ink4a et/ou Arf. Une chute de la ligne représente le sacrifice ou la mort d’un animal 
diagnostiqué avec un lymphome thymique malin à la nécropsie.  B) Analyse de la survie de 
souris des génotypes indiqués. Le ratio du nombre de souris décédées à 115 jours par 
rapport à chaque cohorte est indiqué.   
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